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Небольшая монография Дэвидсона выдержала в Англии 
за 15 лет 5 изданий (русский перевод 1-го издания был выпу- 
щен Издательством иностранной литературы в 1952 г.). Послед- 
нее, 5-е издание представляет собой в сущности совершенно 
новую книгу, в которой, несмотря на небольшой объем, авто- 
ру удалось в доступной форме обобщить все, что нам известно 
о нуклеиновых кислотах. Отдельные главы посвящены истории 
открытия нуклеиновых кислот, строению их молекул, различ- 
ным методам их исследования и определения, синтезу нуклеи- 
новых кислот и их компонентов, ферментативному распаду, 
а также современным представлениям о биологической роли РНК 
и ДНК ит. д. 

Предназначена для биохимиков, биофизиков, физиологов, 
микробиологов, генетиков, химиков и для специалистов дру- 
гих смежных областей, интересующихся современными про- 
блемами биохимии. Может служить хорошим пособием для 
<тудентов и преподавателей. 
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ПРЕДИСЛОВИЕ К РУССКОМУ ИЗДАНИЮ 


Предлагаемая читателю книга Дж. Дэвидсона «Биохимия 
нуклеиновых кислот» представляет собой перевод пятого англий- 
ского издания, вышедшего в 1965 г. Русский перевод первого изда- 
ния этой книги вышел у нас в 1952 г. Новое издание значительно 
шире по содержанию и больше по объему. Это вполне понятно, 
так как за последние 15 лет изучение нуклеиновых кислот раз- 
вивается особенно интенсивно и продуктивно. 

Поскольку книга Дэвидсона вышла в свет в 1965 г., неудиви- 
тельно, что в ней не отражены в полной мере некоторые существен- 
ные достижения в области нуклеиновых кислот, которыми были 
ознаменованы последние 11/›—2 года. В частности, за это время 
была полностью расшифрована первичная структура пяти раство- 
римых РНК, причем первичная структура одной из них, а именно 
валиновой РНК, была полностью выяснена у нас А. А. Баевым 
с сотрудниками. За это же время Крик в ряде статей опубликовал 
данные о том, что по крайней мере 62 из 64 кодонов кодируют 
хотя бы одну из 20 обычных аминокислот, входящих в состав 
белков. Кроме того, им выдвинута новая гипотеза о механизме 
взаимодействия 5-РНК, несущих соответствующие аминокислоты, 
с кодонами информационной или матричной РНК (так называе- 
мая «уобл-гипотеза»). 

Невзирая на эти вполне естественные и независящие от автора 
упущения, книга Дэвидсона будет весьма полезной для всех тех, 
кто хочет поближе познакомиться с последними данными по химии 
нуклеиновых кислот, их структуре, биосинтезе и ЧМ а ый 
получить современные представления о ды иосинтеза бел- 
ка. Другими словами, эта книга-учебник может быть рекомендова- 
на широкому кругу биологов, химиков и физиков, иены 
ся проблемой хранения наследственной информации а ль Е] 
ции в процессах развития и яжизнедеятельности орг | 


А. Н. Белозерский 


ПРЕДИСЛОВИЕ К АНГЛИЙСКОМУ ИЗДАНИЮ 


Серия «Биохимические монографии», выпускаемая издатель- 
ством Метуен, по форме и задачам подобна сериям монографий 
по другим разделам науки. Отдельные книги этой серии можно 
рассматривать как части большого труда, отражающего достиже- 
ния биохимии в целом. В задачу каждого тома входит всестороннее 
освещение современного состояния данного направления биохи- 
мических исследований. Книги написаны авторитетными специа- 
листами соответствующей области как пособие для студентов 
последних курсов и для научных работников, желающих познако- 
миться с состоянием науки в области, близкой направлению их 
собственных исследований. Хотя эти книги предназначены для 
желающих изучать биохимию, на деле они привлекают внимание 
значительно более широкого круга читателей. 

Книги удобны для пользования; по объему они больше, чем 
обзоры, но меньше, чем детальные монографии. Авторы не стре- 
мятся охватить всю имеющуюся литературу; однако они дают 
библиографические ссылки, которые должны помочь разыскать 
наиболее ценные работы по данному вопросу. 

По мере развития биохимии эта серия будет охватывать все 
большее число разнообразных направлений — от таких, где пре- 
обладает химический аспект, до преимущественно биологических. 

В книге проф. Дж. Дэвидсона обширная проблема биохимии 
нуклеиновых кислот рассматривается вся в целом, почти во всех 
ее разнообразных аспектах. В пределах сравнительно небольшого 
объема книги кратко рассмотрены химия нуклеиновых кислот, 
методы их определения, локализация и роль в клетке, обмен 
(включая биосинтез), а также их биологическое значение и связь 
< вирусами. Книга была переведена на русский, французский, 
польский и японский языки. Ве популярность растет с выходом 
каждого очередного издания, создаваемого плодовитым пером 
автора. Эта книга была первой в серии «Биохимические моногра- 
фии», однако ввиду частых публикаций новых ее изданий она 

никогда не отставала от современного состояния проблемы. 
Излишне говорить о большом спросе на эту ИУ. ое 
указать, что за 15 лет она выдержала 5 изданий; гез 1рза 1одаЙлг. 


ИЗ ПРЕДИСЛОВИЯ АВТОРА 


Первое издание этой маленькой книжки, фамильярно именуе- 
мое сотрудниками нашей лаборатории в Глазго «Детский справоч- 
ник по нуклеиновым кислотам», появилось в 1950 г. Всего лишь 
за 15 лет книга выдержала пять изданий. Это свидетельствует 
о быстром развитии исследований в этой области и о большом 
интересе к нуклеиновым кислотам, проявляемом в течение послед- 
них лет как химиками, так и биологами. Первое издание книги 
было переведено на русский язык, третье — на французский 
и японский, а четвертое — на польский. 

Бурное развитие наших знаний, происшедшее за последние 
годы в области изучения нуклеиновых кислот, особенно в связи 
< проблемой процессов биосинтеза и кодирования, а также в связи 
с развитием представления о РНК-посреднике, привело к необ- 
ходимости полностью переработать почти половину книги; осталь- 
ная часть подверглась существенной обработке, а устаревший 
материал и вовсе был исключен. Таким образом, настоящее, пятое, 
издание сильно отличается от четвертого и имеет весьма мало 
общего с первым изданием. Однако заглавие сохранилось без 
изменения. В последнее время стало модным употреблять тер- 
мин «молекулярная биология» для обозначения биохимического 
направления в изучении таких макромолекул, как нуклеиновые 
кислоты и белки. Однако мы оставили в заглавии термин «биохи- 
мия», который и означает «изучение на молекулярном и атомном 
уровнях организации и функции биологических систем». 

В течение последних 3—4 лет был опубликован также ряд 
выдающихся монографий, обзоров и трудов конференций, посвя- 
щенных нуклеиновым кислотам. На страницах этой книги даны 
многочисленные ссылки на подобного рода работы. Одна из наибо- 
лее важных задач, которую мы при этом преследовали, состоит 
в ознакомлении читателя с работами, в которых он найдет более 
детальное оовощеНиЯ определенных вопросов, рассмотренных здесь 

подробно. 
о в книге всю литературу, опубликован- 
ную до января 1965 г. Однако изучение нуклеиновых кислот раз- 
вивается так быстро, что часть представленного в книге материала 


Из предисловия автора 


оказалась перекрытой новейшими данными еще до выхода ее 
в свет. Недостаток этот неизбежен, и извинения излишни. Более 
серьезно то, что ввиду небольшого объема книги автор не мог 
отдать должное работе всех исследователей, опубликовавших цен- 
ные и даже фундаментальные труды в области изучения нуклеино- 
вых кислот. В связи с этим каждая глава снабжена небольшим, 
но тщательно отобранным перечнем обзоров и важнейших ориги- 
нальных работ. 

Следует еще раз подчеркнуть, что настоящая книга — отнюдь 
не монография, дающая исчерпывающее изложение биохимии 
нуклеиновых кислот. Автор ставил себе задачу дать элементарный 
очерк главнейших свойств нуклеиновых кислот и нуклеопротеидов 
для изучающих биохимию, а также для химиков, желающих 
ознакомиться с биологическим аспектом проблемы, и биологов. 
стремящихся узнать кое-что о химической стороне вопроса. 


ПРИНЯТЫЕ СОКРАЩЕНИЯ 


дезоксирибонуклеиновая кислота 
рибонуклеиновая кислота 
растворимая РНК (транспортная, 
акцепторная РНК, РНК-переносчик) 


адапторная, 


информационная РНК (РНК-посредник, матричная 


РНК) 

рибосомная РНК 
ядерная РНК 
дезоксирибонуклеаза 
рибонуклеаза 
аденозин-5’-монофосфат 
аденозин-5’-дифосфат 
аденозин-5’-трифосфат 
гуанозин-5’-монофосфат 
гуанозин-5’-дифосфат 
гаунозин-5’-трифосфат 
цитидин-5’-монофосфат 
цитидин-5’-дифосфат 
цитидин-5’-трифосфат 
уридин-5’-монофосфат 
уридин-5’-дифосфат 
уридин-5’-трифосфат 
оротидин-5’-монофосфат 
инозин-5’-монофосфат 
аденозин-2’-монофосфат 
аденозин-3’-монофосфат 
аденозин-5’-монофосфат 


дезоксиаденозин-5’-монофосфат 
дезоксиаденозин-5’-дифосфат 
дезоксиаденозин-5 -трифосфат 
дезоксиуридин-5 -монофосфат 
дезоксигуанозин-5, -монофосфат 
дезоксигуанозин-5'-дифосфат 
дезоксигуанозин-5 -трифосфат 
— дезоксицитидин-5 -монофосфат 
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д-ЦДФ — — дезоксицитидин-5’-дифосфат 

д-ЦТФ — — дезоксицитидин-5’-трифосфат 

д-ТМФ' — дезокситимидин-5’-монофосфат 

д-ТДФ* — дезокситимидин-5’-дифосфат 

дТТФ! — дезокситимидин-5-трифосфат 

т — дезокситимидин 

Ф — неорганический ортофосфат 

ФРИФ — 5-фосфо-а-О-рибозилпирофосфат 

Пур — пурин 

Пир — пиримидин 
Полимеры: 

Поли-Х, поли-дХ — линейный 3’—5’-полимер рибонукле- 
отида Х или дезоксирибонуклеотида 
дх 

Поли-(Х—У) или — линейный 3’—5’-сополимер Х—У— 

поли-р-(Х —У) Х—У (чередование в известной после- 
довательности) 

Поли-д-(Х—У) — линейный 3’—5’-сополимер дхХ—дУу— 
дХ— ду (чередование в известной по- 
следовательности) 

Поли-(Х, У) — линейный 3’—5’-сополимер Х и Ув 
случайной последовательности 

Поли-(А) : поли-(Б) — две цепи; соединенные водородными 
связями почти по всей длине 

Поли-(А), поли-(Б) — две цепи; степень насыщенности водо- 
родными связями неспецифична или 
неизвестна. 


Наименования ферментов соответствуют номенклатуре, при- 
нятой Комиссией по ферментам Международного союза биохими- 
ков (1961). После названия каждого фермента указан индекс, 
принятый этой комиссией. 


1 Поскольку углеводный компонент тимидина всегда представлен дез- 
оксирибозой, то приставку «дезокси» (д) иногда опускают. 


ГЛАВА 1 


НИ т тобищ деИЬЕИинааеЕ 


ВВЕДЕНИЕ 


Существование нуклеиновых кислот было установлено 
в результате фундаментальных исследований Мишера [4] (1844— 
1895), которого можно считать основоположником изучения химии 
клеточного ядра. В одной из первых своих работ, проведенной 
в 1868 г. в лаборатории Гоппе-Зейлера в Тюбингене, Мишер изо- 
лировал ядра клеток гноя, взятого из использованного перевязоч- 
ного материала. В ядрах Мишер обнаружил необычное фосфорное 
соединение, названное им нуклеином. Этот нуклеин является, 
как мы теперь знаем, нуклеопротеидом. Затем Мишер продолжал 
свои исследования в Базеле (где он провел большую часть своих 
исследований, используя в качестве источника ядерного материала 
‹<перму лосося). В 1872 г. он установил, что изолированные голов- 
ки сперматозоидов содержат какое-то кислое соединение, извест- 
ное в настоящее время как нуклеиновая кислота, и основание, на- 
званное протамином. В дальнейшем было установлено, что нуклеи- 
новые кислоты входят в состав всех исследованных клеток и тка- 
ней. Работы Мишера по изучению нуклеиновых кислот были 
продолжены Альтманом, описавшим в 1889 г. метод получения 
свободных от белка нуклеиновых кислот из животных тканей 
и дрожжей. Позже исследования в этом направлении велись 
Косселем в Гейдельберге, Джонсом в Балтиморе, Левином 
в Нью-Йорке, Гамарстеном в Стокгольме, Гуландом в Ноттингеме 
и многими другими учеными [47]. 

Одним из наиболее удобных источников получения нуклеино- 
вой кислоты у животных оказалась зобная железа. Не удивитель- 
но поэтому, что большинство работ посвящено изучению нуклеи- 
новой кислоты из этого органа. При гидролизе последняя дает 
пуриновые основания (аденин и гуанин), пиримидиновые основа- 
ния (цитозин и тимин), сахар, оказавшийся Ь (—)-2-дезоксирибо- 
зой, и фосфорную кислоту. Гидролиз же нуклеиновой кислоты, 
полученной из дрожжей, приводит к появлению аденина, гуанина, 
цитозина и урацила, сахара — пентозы, идентифицированной 


впоследствии как О (—)-рибоза, — и фосфорной кислоты. Таким 


образом, это соединение отличается от нуклеиновой кислоты 
жит урацил вместо тимина 


зобной железы тем, что оно содер 
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и рибозу вместо дезоксирибозы. Как показали дальнейшие иссле- 
дования, нуклеиновые кислоты, выделенные из различных живот- 
ных тканей, сходны с нуклеиновой кислотой зобной железы. 
Из растительных тканей единственным источником для получе- 
ния достаточного количества нуклеиновой кислоты оказались 
зародыши пшеницы. Выделенная из них так называемая тритико- 
нуклеиновая кислота оказалась очень сходной с дрожжевой 
нуклеиновой кислотой. Создавалось впечатление, что дезокси- 
пентозонуклеиновая кислота типа нуклеиновой кислоты зобной 
железы присуща животным тканям, а пентозонуклеиновая кислота 
типа нуклеиновой кислоты дрожжей характерна для растительных 
тканей. Так, Джонс в 1920 г. категорически утверждал, что «мож- 
но считать прочно установленным наличие в природе только двух 
нуклеиновых кислот, одна из которых содержится в ядрах живот- 
ных клеток, а другая — в ядрах растительных клеток» [16]. 

Однако вскоре это представление пришлось пересмотреть. 
Наличие различных производных пентозы в тканях животных 
было известно и раньше. Например, было установлено, что так 
называемый В-нуклеопротеид, выделенный впервые из поджелу- 
дочной железы млекопитающих О. Гамарстеном [2] в 1894 0 
содержит пентозу. Из этого материала Джорису [3] удалось 
в конце концов выделить нуклеиновую кислоту пентозного типа 
и показать, что по ряду свойств она подобна нуклеиновой кислоте 
дрожжей. Содержание этого соединения в поджелудочной железе 
оказалось весьма велико — до 10% ее общего веса. Пентозонуклеи- 
новая кислота была обнаружена Одениусом [4] и Менделем 
и Левином [5] и в молочной железе. Наличие производных пентозо- 
нуклеотидов было установлено в тканях зародыша цыпленка 
Кэлвери [6], в селезенке и печени Джонсом и Перкинсом [7], 
Томасом и Берариу [8], а также в яйцах морского ежа Бланша- 
ром [9]. Все эти факты наводили на мысль о том, что пентозо- 
нуклеиновые кислоты относятся к числу нормальных компонентов: 
как животных тканей, так и растительных клеток. Джонс и Пер- 
кинс [7] высказали предположение, что «в будущем различия 
между растительной и животной нуклеиновыми кислотами ока- 
эжутся не столь разительными». 

Однако существенные сдвиги в изучении биологии нуклеино- 
вых кислот произошли лишь в 40-х годах. Использование новых 
методов цитохимии и фракционирования клеточного содержимого 
позволило установить, что ДНК и РНК являются нормальными 
компонентами всех клеток — как растительных, так и животных, 
причем ДНК локализована в ядре, а РНК встречается и в цито- 
плазме [10, 414, 12, 43, 14, 18]. Более того, подобного рода иссле- 
дования показали, что в интерфазе и при митозе в ядре а сосре- 
доточена, по-видимому, в хромосомах. Последнее наблюдение 
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приобрело огромное значение, 
очищенная ДНК, полученная из одного штамма пневмококка, 
может перманентно изменять наследственные свойства другого 


штамма этого же организма (см. гл. ХГУ). Возникло предположе- 
ние, что ДНК, а может быть и РНК 


когда было обнаружено, что 


нуклеиновых кислот. Успе 


способствовало внедрение ряда новых ценных методов. В первую 
очередь к этим методам следует отнести: 1) применение хромато- 
графии и ионофореза для анализа нуклеиновых кислот (гл. 1); 
2) использование новых усовершенствованных методов определе- 
ния нуклеиновых кислот (гл. УП); 3) разработку и улучшение 
методов фракционирования клеточного содержимого (гл. У) 
и цитохимической фотометрии (гл. ПТ и УПЛ и, наконец, 4) исполь- 
зование в аналитических исследованиях ферментов. 

Прямым результатом применения всех этих методов было 
значительное обогащение наших сведений о нуклеиновых кисло- 
тах. Сейчас мы знаем кое-что о строении ДНК и РНК (гл. Уиу\) 
и о сложных процессах их синтеза (гл. ХГи ХИ) и распада 
(гл. ХУ), мы все больше узнаем о роли нуклеиновых кислот 
в жизни клетки (гл. ХШ и ХТУ). 

Поскольку дезоксипентозонуклеиновую кислоту обычно полу- 
чают из зобной железы теленка, ее иногда называют тимонуклеи- 
новой кислотой. В настоящее время мы не знаем, тождественны ли 
дезоксипентозонуклеиновые кислоты, получаемые из различных 
тканей. Поэтому, рассматривая какие-либо свойства ДНК, сле- 
довало бы указывать источник ее получения. Кроме того, мы не 
можем утверждать, что в данном типе нуклеиновой кислоты, 
независимо от источника ее получения, сахар всегда представлен 
дезоксирибозой. Поэтому термин дезоксипентоза точнее, чем тер- 
мин 0езоксирибоза. Таким образом, следовало бы говорить 
о дезоксирибозополинуклеотиде зобной железы или о дезоксипен- 
тозополинуклеотиде печени. Ввиду громоздкости этих названий 
обычно принято пользоваться термином дезоксирибонуклеиновая 
кислота. Применение этого общего названия отнюдь не предре- 
шает вопроса об идентичности соединений, Ра из и 
ных органов представителей разных видов. с 5 ж ыы 
для обозначения дор яялиОЯ ЛР. кислоты шир 
бий аи для обозначения пентозонуклеиновой кисло- 

было бы пользоваться терминами рибозополинуклео- 

ты правильнее д |. аа бок 
= или пентозополинуклеотид селезенки. р ид 

р вия Г (—)-рибоза только в полинуклеотидах дрож- 

а и ограниченного числа других источников. Названия 
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«рибонуклеиновая кислота» или «рибополинуклеотид» можно, сле- 
довательно, с полным основанием применять только к соединени- 
ям, полученным из указанных источников. Тем не менее для 
удобства и унификации терминологии обычно говорят о рибо- 
нуклеиновой кислоте (РНК), имея в виду пентозополинуклеотид 
из любого источника. Использование этого термина вполне при- 
емлемо, если учитывать приведенные выше замечания и помнить, 
что это лишь общее название целой группы веществ, а не наиме- 
нование какого-то отдельного соединения. 

За последние годы был опубликован ряд книг и сводок, посвя- 
щенных нуклеиновым кислотам. Они перечислены в прилагаемом 
ниже списке литературы [49—38]. 
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ПРОДУКТЫ ГИДРОЛИЗА 
НУКЛЕИНОВЫХ КИСЛОТ 


Введение 


Прежде чем перейти к изложению вопроса о структуре нуклеи- 
новых кислот, следует рассмотреть строение отдельных соедине- 
ний, входящих в состав молекулы нуклеиновой кислоты. В резуль- 
тате полного гидролиза нуклеиновых кислот образуются пири- 
мидиновые и пуриновые основания, сахар и фосфорная кисло- 
та. Частичный гидролиз приводит к образованию нуклеозидов 
и нуклеотидов. Все эти соединения рассмотрены ниже. 


Пиримидиновые основания 


Все пиримидиновые основания являются производными пири- 
мидина. 


Ло новой системе Пиримидин — Посторой системе 


Из пиримидиновых оснований в составе нуклеиновых кислот 
обнаружены цитозин, урацил, тимин и 5-метилцитозин, причем 
цитозин содержится в нуклеиновых кислотах обоих типов, ура- 
цил входит в состав РНК, а тимин и 5-метилцитозин обнаружены 
в ДНК. Пятый пиримидин, 5-оксиметилцитозин, замещает цито- 
зин у некоторых штаммов фага кишечной палочки (см. стр. 157). 
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Приведенные выше формулы общеприняты, однако следует 
иметь в виду, что для пуриновых и пиримидиновых производных 
характерна кето-енольная изомерия. В настоящее время исполь- 
зуются две системы нумерации членов пиримидинового кольца 
(стр. 16), что часто приводит к путанице. В Европе широко при- 
меняется старая система нумерации, указанная на стр. 16 справа; 
новая же система, приведенная слева, завоевала признание 
в США. В этой книге мы придерживаемся последней системы. 


Пуриновые основания 


Нуклеиновые кислоты обоих типов содержат одни и те же 
пуриновые основания — аденин и гуанин. Эти соединения пред- 
ставляют собой производные пурина, молекула которого состоит 
из пиримидинового и имидазольного колец. 
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К другим природным производным пурина относятся гипоксан- 
тин, ксантин и мочевая кислота. 
он 
с. м 
мс 
в | СН 
к У. 
Н 
Гипоксантин Ксантин 
(б-оксипурин) (2,6-диоксипурин) 


Кетоформа Енольная форма 


Мочевая кислота 
(2,68 -триоксипурин ) 


В некоторых нуклеиновых кислотах в небольших количествах 
присутствуют так называемые «минорные основания» [45, 46, 49, 
54]. Например, растворимая РНК, или РНК-переносчик (5-РНК), 
может содержать такие метилированные основания, как 2-метил- 
аденин, б-метиламинопурин, б-диметиламинопурин, 1-метилгуанин, 
б-окси-2-метиламинопурин, 5-метилцитозин и даже тимин [49]. 
(Более подробно 5-РНК рассматривается на стр. 52 и 267.) 
Эти необычные для нуклеиновых кислот основания составляют 
5% общего содержания оснований 5-РНК, причем их относитель- 
ное количество у разных видов различно. 

Химия пиримидинов и пуринов рассматривается в обзорах 
Бендича [22] и Ульбрихта [35]. 


Пентозы 


Уже давно было обнаружено, что нуклеиновая кислота, полу- 
ченная первоначально из дрожжей, содержит пентозу. Поль- 
зуясь не вполне безупречными методами, Левин [1] в 1909 г. 
идентифицировал эту пентозу как рибозу. В дальнейшем Гуланд 
[2] и его сотрудники с несомненностью установили, что пентоза 
в дрожжевой РНК представляет собой О-рибозу. Альдоновая 
кислота из сахара, полученного в результате гидролиза пуриновых 
нуклеотидов дрожжевой РНК, была превращена ими в соответ- 
ствующий бензимицазол, легко поддающийся идентификации. 

Сахар, входящий в состав РНК печени, также оказался 
рибозой. Он был идентифицирован в виде п-бромфенилгидразона 
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13]. По данным хроматографического анализа, пентоза РНК, 
полученной из поджелудочной железы, печени, микобактерий 


р туберкулеза, вируса желтой мозаики турнепса и вируса гриппа, 
49, идентична пентозе дрожжевой РНК [4, 6, 26]. Ввиду отсутствия 
К), сведений противоположного характера в настоящее время принято 
ил- считать, что пентоза РНК всегда представлена О-рибозой. Пенто- 
ИН, зы, выделенные из различных штаммов вируса табачной мозаики 
9]. (ВТМ), были идентифицированы как рибоза путем превращения 
7.) их в ди-н-пропилмеркапталы [341. 


Некоторые РНК содержат очень небольшие количества 
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Глава Ш 


Дезоксипентозы 


Вопрос о природе сахара, входящего в состав ДНК зобной 
железы, был разрешен Левином и Мори [7]. Эти исследователи 
выделили сахар из гуаниннуклеозида указанной нуклеиновой 
кислоты и установили, что он представляет собой дезоксипентозу. 
2-дезоксипентоза может существовать лишь в двух формах — 
в форме дезоксирибозы (дезоксиарабинозы), образующейся из 


рибозы и арабинозы (фиг. 1), ив форме дезоксиксилозы (дезокси- 
ликсозы), образующейся из ксилозы и ликсозы (фиг. 2). 
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По величине угла вращения плоскости поляризации синтети- 
ческая Г-дезоксирибоза (и ее бензилфенилгидразон) совершенно 
сходна с дезоксипентозой ДНК из зобной железы, но отличаются 
от нее направлением вращения. Следовательно, углеводный ком- 
понент этой нуклеиновой кислоты может быть охарактеризован 
как О-2-дезоксирибоза. 

По данным хроматографического анализа, сахара из ДНК 
различных тканей млекопитающих, разных микроорганизмов и 
и спермы рыб идентичны с сахаром ДНК зобной железы 15. 91 27]. 
Следовательно, все они являются, по-видимому, дезоксири- 
бозой. 

Джонс и Лаланд [28] выделили в кристаллическом виде сахар 
пуриновых нуклеозидов ДНК Мусобачефит рШе и показали, 
что он идентичен синтетической 2-дезокси-О-рибозе. Этот сахар 
был получен также из ДНК молок сельди и трески [40]. В молеку- 
лах ДНК, изолированной из некоторых штаммов бактериофага, 


глюкоза связана гликозидной связью с оксиметилцитозином 
(стр. 157). 
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Нуклеозиды 


Соединение пуринового, или пиримидинового основания с пен- 
а р а приводит к образованию нуклеозида. 
‚› аденин, соединяясь с рибозой, образует нуклеозид аденозин, 
и вне из цитозина образуется цитидин, из ураци- 
. уклеозид, получаемый из гипоксантина, назы- 

вается инозином. 

Ранними исследованиями Левина и его сотрудников [9] было 
установлено, что нуклеозиды относятся к числу циклических 
М-гликозидов и не обладают редуцирующей способностью до тех 
пор, пока в результате гидролиза не выделится свободный сахар. 
С помощью классических методов метилирования и гидролиза 
было показано, что в нуклеозиде сахар присутствует в виде фура- 
нозы [10]; результаты окисления периодатом подтвердили эти 
данные [11]. Уридин можно превратить в М-метилуридин, дающий 
при гидролизе №-3-метилурацил [12]. Следовательно, пиримидино- 
вые нуклеозиды являются М-1-гликозидами. 

Результаты спектроскопического изучения пуриновых нуклео- 
зидов привели Гуланда и его сотрудников [43] к заключению, 
что сахар связан с азотом, находящимся в положении 9 (№-9). 
Этот вывод был подтвержден Тоддом и его сотрудниками [14—17], 
которые в ходе синтеза соответствующих соединений также уста- 
новили В-положение гликозидной связи. 

Аденозин синтетически получается следующим образом. Про- 
дукт реакции 2,8-дихлораденина с ацетохлор-Ю-рибофуранозой 
подвергается деацетилированию с образованием 2,8-дихлор-9-В-Р- 
рибофуранозидаденина. Гидрогенизация последнего соединения 
дает 9-В-О-рибофуранозидаденин, идентичный природному аде- 
нозину [17]. Другие нуклеозиды были синтезированы аналогичным 
способом [37, 47|. 

Рентгеноструктурный анализ подтвердил установленное хими- 
ческими методами строение нуклеозидов 
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Например, результаты двухмерного рентгеноструктурного ана- 
лиза показали, что цитидин точно соответствует 8-В-рибофурано- 
зидцитозину с плоским пиримидиновым кольцом, расположенным 
перпендикулярно к неплоскому рибофуранозному кольцу [38]. 

Среди продуктов расщепления РНК в небольших количествах 
присутствует нуклеозид 5-рибозилурацил, названный исевдоури- 
дином [50, 55, 57]. Его особенно много в растворимой РНК 
(стр. 44); он был выделен в больших количествах из мочи [56]. 
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Соответствующие нуклеозиды, получаемые из ДНК, представ- 
ляют собой 9-В-П-2”-2-дезоксирибофуранозиды гуанина и аденина 
и 3-В-0-2’-дезоксифуранозиды цитозина и тимина [18, 19, 39, 44]. 
Обычно их называют соответственно дезоксигуанозином, дезокси- 
аденозином, дезоксицитидином и тимидином. Последнее соедине- 
ние следовало бы, строго говоря, именовать дезокситимидином 
или тиминдезоксирибонуклеозидом (дТ). Довольно редко встреча- 
ющийся рибонуклеозид, в состав которого входят рибоза и тимин, 
получил название риботимидина. 


Нуклеотиды 
Подробное изложение данных о нуклеотидах можно найти 
в работе Хэтчинсона [58], опубликованной в этой же серии, а так- 
же в обзоре Ульбрихта [35]. Все нуклеотиды представляют собой 
фосфорные эфиры нуклеозидов. Нуклеотиды, получаемые из рибо- 
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группы в сахарном кольце. Поэтому возможно образование трех 
нуклеозидмонофосфатов. Так, из аденозина могут получиться 
3 монофосфата (3 адениловые кислоты) — аденозин-5’-фосфат, аде- 
нозин-3’-фосфат и аденозин-2”-фосфат. Первое из этих соедине- 
ний, обнаруженное в свободном состоянии впервые в мышцах, 
было названо мышечной адениловой кислотой; второе вещество, 
впервые полученное из щелочного гидролизата дрожжевой РНК, 
получило название дрожжевой адениловой кислоты. 
Аналогичным путем из гуанозина, цитидина и уридина могут 
быть получены соответственно 3 гуанозинмонофосфата (гуаниловые 
кислоты), 3 цитидинмонофосфата (цитидиловые кислоты) и 3 ури- 
динмонофосфата (уридиловые кислоты). Часто для их обозначения 
пользуются сокращениями, указанными в начале книги. 
Ниже изображено строение нуклеозидмонофосфатов: 
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динений свидетельствуют данные, п 
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Рибонуклеозид-5’-фос 
2’-или 3’-фосфатов б 
нию периодатом, об 
ных групп. 


фаты можно отделить от соответствующих 
лагодаря чувствительности первых к окисле- 
условленной наличием двух уис-гидроксиль- 
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друг от друга дезокси- 
и дезоксирибонуклеотид-5’-фосфаты, поскольку 
в этом случае отсутствуют гидроксильные группы при С-2. 


Ниже указано строение аденозин-5’-фосфата, подтвержденное 
его синтезом [24]. При дезами 


нировании он образует инозин-5’-фос- 
фат (инозиновая кислота) — нуклеотид, содержащий гипоксантин. 
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Дальнейшее фосфорилирование нуклеозид-5’-фосфатов в поло- 
жении 5’ приводит к образованию ди- и трифосфатов. Таким путем 
аденозин-5’-фосфата (АМФ) получаются аденозиндифосфат 
(АДФ) и аденозинтрифосфат (АТФ). Было Установлено также 
образование аденозинтетрафосфата. 
О правильности приведенных структурных формул этих сое 


олученные при их окислении 
периодатом [14], а также результаты синтеза [24, 25]. 


налогичным образом остальные нуклеозид-5’-фосфаты дают 


такие ди- и трифосфаты, как ГДФ, ЦДФ, УДФ, ГТФ, ЦТФ, УТФ. 
5’-монофосфаты аденозина, гуанозина, 


а также соответствующие ди- и трифосфа 
в свободном состоянии и могу 
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При кипячении РНК в слабой кислоте происходит гидролиз 
пуриновых нуклеотидов с освобождением легко изолируемых 
аденина и гуанина, а также рибозы и фосфорной кислоты. Пири- 
мидиновые нуклеотиды более устойчивы к гидролизу; для их 
разрушения‘ с освобождением цитозина и урацила пиримидиновые 
нуклеотиды необходимо нагревать с кислотой в автоклаве или 
в запаянной пробирке [33]. В течение этого процесса цитозин 
обычно дезаминируется до урацила. 

Гидролиз нуклеиновых кислот до составляющих их оснований 
можно производить также 
при 100° в 12 н. хлорной 
оснований удобнее пользов 
например дауэкс-50. 


Рибонуклеозид-2”- и рибонуклеозид-3’-фосфаты получают, под- 
вергая РНК щел 


соответствующих ферментов 
зоксирибонуклеозид-5”- или 
ть хроматографией на колон- 
ках дауэкс-1 или дауэкс-2 [34]. 
Подробно хроматографическое разделение нуклеотидов описа- 
но в обзоре Кона [32]. 
Нуклеозиды обычно получают путем дефосфорилирования 
нуклеотидов при помощи препаратов соответствующих моно- 
эстераз (стр. 96). 
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ГЛАВА Ш 
о 


ХРОМАТОГРАФИЯ И ПОГЛОЩЕНИЕ 
УЛЬТРАФИОЛЕТОВЫХ ЛУЧЕЙ 


Введение 


Одним из основных факторов, обусловивших быстрое развитие 
биохимии нуклеиновых кислот после 1945 г., была разработка 
хроматографических методов, пригодных для разделения пуринов 
и пиримидинов и их производных. Эти методы нашли широкое 
применение не только при определении нуклеотидного состава 
нуклеиновых кислот, но и при изучении различных сторон мета- 
болизма нуклеиновых кислот [3, 4, 5, 6, 17]. Все известные хрома- 
тографические методы можно разделить на 3 группы: 

1. Хроматография на бумаге, особенно удобная для разделения 
небольших количеств пуриновых и пиримидиновых оснований 
[3, 4]. 

2. Ионофорез на бумаге, применяемый преимущественно для 
разделения небольших количеств нуклеотидов [412, 13]. 

3. Хроматография на колонке ионообменных смол, удобная 
для разделения довольно больших количеств оснований, нуклео- 
зидов и особенно нуклеотидов [6, 7, 15]. 


Гидролиз 


Определению нуклеотидного состава нуклеиновой кислоты тем 
или иным методом должен предшествовать ее гидролиз. РНК 
и ДНК можно гидролизовать до входящих в них оснований обра- 
боткой 98%-ной муравьиной кислотой при 475? в течение 30 мин 
или 12 н. хлорной кислотой при 100° в течение 4 час [8, 9]. Ни один 
из этих методов не является строго количественным, поскольку 
в первом случае наблюдается низкий выход урацила, а во втором — 
разрушение части тимина. ДНК можно гидролизовать также 
обработкой 6 н. НС при 120° в течение 2 час, однако при в 
теряется часть пуринов [25]. Удовлетворительный гидролиз 
до смеси пуриновых оснований и пиримидиновых нуклеотидов 
достигается в результате нагревания © 1 н. соляной ие 
при 100° в течение 1 час [5]. Количественный Е ы и 
нуклеозид-3’-фосфатов легко вызвать нее ‚3 н. Ма 
при 37° в течение 46 час. Следует избегать употребления слишком 
крепкой щелочи, чтобы не вызвать дезаминирования цитидиловой 


ГИ 
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кислоты. К сожалению, соответствующий гидролиз ДНК до 


нуклеотидов может быть осуществлен только ферментативно 
(гл. У). 


Хроматография на бумаге 


Подробное описание применения метода хроматографии на 
бумаге для разделения пуриновых и пиримидиновых производных 
можно найти в многочисленных обзорах, посвященных этому 
| вопросу [9, 16, 17, 18]. Вкратце хроматография сводится к сле. 

дующему. Небольшое количество гидролизата, полученного одним 
из описанных выше методов, наносят вблизи одного конца полоски 
фильтровальной бумаги, после чего производят обычные для 
одномерной хроматографии операции с использованием таких 
растворителей, как насыщенный водой н-бутанол. Конец полоски 
фильтровальной бумаги вблизи пятна гидролизата погружают 
в лоток с растворителем; другой конец полоски свободно подве- 
шивают под стеклянным колпаком, накрывающим всю систему. 
Под ним создается атмосфера, насыщенная парами растворителя. 
Растворитель медленно передвигается по фильтровальной бумаге, 
увлекая за собой основания или нуклеотиды. При этом различные 
соединения передвигаются с различной скоростью, что и делает 
возможным их разделение. Примерно через 24 час бумагу вынима- 
ют и высушивают, отметив предварительно положение фронта 
растворителя. Затем определяют положение пятен отдельных осно- 
ваний или нуклеотидов. Для этого обычно пользуются наиболее 
быстрым методом Холидэя и Джонсона [40], который состоит 
в просматривании пятен непосредственно в ультрафиолетовых 
лучах, прошедших через подходящий фильтр. С целью сохранения 
результатов получают отпечатки хроматограммы на специальной 
фотобумаге, облученной при подходящих условиях ультрафио- 
летом. Белые пятна на темном фоне такого отпечатка соответству- 
ют веществам (основаниям), поглощающим ультрафиолет (Марк- 
хэм и Смит [5]). Один из подобных отпечатков приведен на фиг. 3. 

При помощи этих методов можно установить положение пятен 
и определить, как далеко то или иное соединение отошло от места 
нанесения гидролизата. Частное от деления этого расстояния 
на путь, пройденный растворителем от места старта, дает величи- 
ну А/ для данного вещества в данном растворителе. о 

Одномерная, а тем более двухмерная АА на бумаге 
особенно удобны для разделения смеси свободных оснований, 

у. езультате гидролиза РНК или ДНК в сильной 
получаемой в р аилучшие результаты обычно получают при 
кислоте, При этом = творителей таких смесей, как изо- 
использовании в качестве ан ПС па О м’ бут 
пропанол — ИО — вода [44]. Аналогичные методы 
концентрированный х 
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можно применять и для разделения см 


и пиримидиновых нуклеоти 
гидролизе РНК. 


Двухмерная хроматография на б 
для разделения кислоторастворимых 
вых экстрактах [29]. Кислый 
экстракт предварительно очи- 
щают, адсорбируя нуклеотиды 
на активированном угле и элюи- 
руя их соответствующим раство- 
рителем. 

Метод хроматографии на бу- 
маге можно использовать и для 
количественных определений. 
После того как установлено рас- 
положение пятен, бумагу раз- 
резают на куски, каждый из 
которых соответствует опреде- 
ленному пятну. Из этих кусков 
бумаги основание или нуклео- 
тид элюируют кислотой. Коли- 
чество каждого основания мож- 
но определить по оптической 
плотности кислого экстракта 
в соответствующей области 
ультрафиолетовой части спект- 
ра, если известны молярные 
коэффициенты экстинкции. Из- 
мерения производят при помощи 
подходящего  спектрофотомет- 
ра. Таким путем определяют от 
5 до 40 мкг адсорбированных на 
бумаге веществ. 


еси пуриновых оснований 
дов, получаемой при мягком кислотном 


Уумаге успешно используется 
нуклеотидов в ткане- 


Ионофорез на бумаге 
Фиг. 3. Разделение методом ионо- 


Е бумаге четырех нуклеоти- 

Один из недостатков совре- фореза на ь 

д ев хроматографии дов, полученных из дрожжевой Я 
МОЕВиОТО путем щелочного гидролиза [412 1. 


на бумаге состоит в том, что О ня уттрафиолете: 
не дают возможности быстро 
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Точно измеренное количество гидролизата наносят на один 
конец длинной полоски фильтровальной бумаги. Бумагу увлажня- 
ют цитратным буфером с рН 3,5 и подвешивают на стеклянной 
палочке таким образом, что концы оказываются погруженными 
в чашки с буферным раствором, в которые помещают электроды. 
Во время ионофореза бумагу охлаждают в бане с четыреххлори- 
стым углеродом [13]. После ионофореза бумагу высушивают 
и положение пятен устанавливают таким же образом, как описано 
выше для хроматограмм. Пример разделения, осуществленного 
этим методом, приведен на фиг. 3. Метод ионофореза был усовер- 
шенствован Эдстрёмом [14, 52, 58] настолько, что теперь стало 
возможным разделять на волокнах целлюлозы нуклеотиды, полу- 
ченные из нуклеиновых кислот одной клетки. 


Хроматография на колонке 


Хроматография на бумаге и ионофорез на бумаге очень удобны 
для разделения неболыпих количеств исследуемого материала. 
Для разделения больших количеств оснований, нуклеозидов 
и нуклеотидов в настоящее время широко используется хромато- 
графия на колонках из ионообменных смол. Впервые эти методы 
были предложены Коном и его сотрудниками [6, 7], которые поль- 
зовались колонками из катионообменной смолы дауэкс-50 и анио- 
нообменной смолы дауэкс-1 и дауэкс-2. Смесь нуклеотидов 
поглощается колонкой, через которую затем пропускают элюирую- 
щий раствор, содержащий конкурентный ион. Элюат собирают 
небольшими фракциями и в каждой из них определяют концен- 
трацию основания или нуклеотида, используя для измерения 
оптической плотности ультрафиолетовый спектрофотометр. 

Хроматография на колонке пригодна для разделения не только 
различных оснований или их производных, но и для разделения 
чрезвычайно близких по строению производных, например 2”-, 
3’- и 5’-фосфатов одного и того же нуклеозида. 

В большинстве систем, используемых для разделения произ- 
водных нуклеиновых кислот при помощи хроматографии на 
колонке, концентрация элюента увеличивается ступенчато. В неко- 
торых случаях, например при разделении сложной смеси нуклео- 
тидов, более пригоден метод градиентной элюции на анионообмен- 
ной смоле. При РН такой колонки (рН 7—8) суммарный заряд 
нуклеотидов оказывается отрицательным, еек ы а ы 
рН заряд уменьшается и притяжение нуклеот м > осла- 
бевает. Это достигается путем пропускания через У растворов 

18 во все возрастающих концентраци- 
соответствующей кислоты клеотидов. Зате 
ях для последовательной элюции отдельных нук: ее = 
для элюции нуклеотидов, более прочно удерживает Е 
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Фиг. 4. Профиль элюции нуклеотидов кислого экстракта ткани печени, 

адсорбированных на колонке © дауэкс-1 и выделенных при помощи гра- 

диентной элюции возрастающими концентрациями муравьиной кислоты, 
к которой добавляли муравьинокислый аммоний. 


аммоний. Таким путем получали сначала нуклеозидмонофосфаты, 
затем дифосфаты и, наконец, трифосфаты. Пример подобного 
разделения приведен на фиг. 4. Применяются также колонки 


из целлюлозы [30]. 


Хроматография в тонком елое 


ография в тонком слое анионообменника поли-(эти- 
используется для быстрого отделения 
т рибонуклеотидов. Этот метод пригоден 
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для работы с небольшими количествами исследуемого материала 
(1 мкг или менее) [51, 55]; для разделения дезоксирибонуклеоти- 
дов и дезоксирибонуклеозидов [57] обычно используют целлюло- 
зу [57]. Основания нуклеиновых кислот очень быстро и Удобно 


разделять при помощи хроматографии в тонком слое целлюло- 
зы [56]. 


Хроматография полинуклеотидов 


Хроматография широко применяется для разделения и очистки 
полинуклеотидов. Методы, разработанные для определения РНК 
и ДНК, будут рассмотрены в следующих главах; подробное опи- 
сание этих методов можно найти в соответствующих обзорах [32. 
331. При разработке методов хроматографирования были испытаны 
колонки из фосфата кальция [34—36], метилированного альбуми- 
на [37, 38], полиметакрилата магния (амберлит ТВС-50) [39, 53] 
и като-2 (катионный крахмал) [54]; наилучшие результаты были 
получены при использовании замещенных производных целлюло- 
зы, например эктеола-целлюлозы (целлюлоза, обработанная 
эпихлоргидрином и триэтаноламином) ВЫ ЗИ, 40-245] или 
ДЭАЭ-целлюлозы (диэтиламиноэтилцеллюлоза) [43, 44]. При 
использовании таких колонок наиболее эффективное разделение 
олигонуклеотидов, содержащих от двух до семи нуклеотидов, 
достигается путем градиентной элюции мочевиной. С успехом 
применяются также колонки с сефадексом, обладающим свойством 
молекулярного сита [45]. Для очистки информационной РНК 
употребляют колонки из ДНК [46, 47, 48, 49] (стр. 234). 

К методам, близким к хроматографии на колонках, относятся 
зонный электрофорез [20], электрофорез на крахмальном геле 
[40] и метод противоточного распределения [24, 33, 50]. 


Поглощение в ультрафиолете 


Ценность всех описанных выше методов значительно повышает- 
ся благодаря способности пуриновых и пиримидиновых производ- 
ных интенсивно поглощать ультрафиолет в области 260—290 ммк. 
Это свойство, обусловленное наличием конъюгированных двой- 
ных связей, практически используется в нескольких направле- 
аа п ение в ультрафиолете позволяет установить поло- 
р - ое приновых и пиримидиновых иль =- бумаж- 

тограммах и ионофореграммах. При облучении ультра- 
ных хрома бласти 250—290 ммк фильтровальная бумага дает 
ета Вы = енцию. Пуриновые или пиримидиновые . произ- 
голубую флуоресц ьтрафиолет, «гасят» тем самым флуорес- 
водные, поглощающие ультр инового или пиримидинового 
ценцию. Таким образом, пятно пур 
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производного на 
рые У т мы просматриваемой в ультрафио 
о. ие неа волны, кажется темным. ыы 
цировать различные оны дает возможность идентифи- 
Водный раствор бай и пиримидиновые основания. 
= нуклеозида бл лат ь уринового и пиримидинового основания 
рый специфически пределенным спектром поглощения, кото- 
изменяется в зависимости от  еланния РН 
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Е: 1. 


Молярный коэффициент поглощения, вх10-5 


200 220 240 — 260 280 300 320 
Длина волны, ммк 


Фиг. 5. Кривые поглощения в ультрафиолете пуриновых и пиримидиновых 
оснований при р > 
1 — аденин; 11 — гуанин; ПТ — тимин; [У — цитозин; У — урацил. 


(фиг. 5). Спектры производных нуклеиновых кислот были подроб- 
но описаны в многочисленных статьях [24—26, 28]. 

3. Поглощение в ультрафиолете было использовано для раз- 
работки микрометода, позволяющего определять небольшие коли- 
чества пуриновых и пиримидиновых производных в чистом раство- 
ре при условии, что для каждого производного известны коэф- 
фициенты молярной экстинкции. 

4. Поглощение в ультрафиолете служит основой для приме- 
нения ультрафиолетовой фотографии и ультрафиолетовой спектро- 


фотометрии (гл. УП. 

Ультрафиолетовый спектр нуклеиновых кислот изображен на 
фиг. 6. Молекулярный вес нуклеиновых кислот исследуемых 
образцов трудно определить точно. Поэтому при сопоставлении 
препаратов из различных источников и с разной степенью очистки 
удобно пользоваться коэффициентом атомной экстинкции для 
фосфора, а именно Е (Р) = 30-98 Е!<1, где Е — а 
(1ов 10/1), с — концентрация фосфора в растворе в граммах на 1 ил, 
1 — толщина поглощающего слоя в сантиметрах [2]. Коэффициент 

3+ 
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Глава ПТ 


экстинкции нуклеиновых кислот примерно в 30—60 раз больше 
коэффициента экстинкции белков. Это свойство было использовано 
для фотографии в ультрафиолете и измерения поглощения в уль- 
трафиолете (гл. У|. 

Следует отметить, что коэффициент экстинкции нуклеиновой 
кислоты значительно возрастает при распаде или гидролизе, 


12 8710 


&(Р) 


7 4212 


Оптическая плотность 


220 240 260 280 300 
Длина волны ‚ ммк 


Фиг. 6. Кривая поглощения в ультрафиолете раствора калийной соли 
дрожжевой РНК. 
Видны максимум поглощения при 260 ммк и минимум при 230 мик. Для 
данного образца РНК значения Е (Р) при этих двух длинах волн составляют 
8710 и 4212 соответственно. 


поскольку сумма экстинкций входящих в ее состав нуклеотидов 
превышает экстинкцию полинуклеотида. Этот гиперхромны й 
эффект обусловлен изменением резонансных свойств оснозаний 
при включении их в высокомолекулярный полинуклеотид 
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ВЫДЕЛЕНИЕ, СТРОЕНИЕ И СВОЙСТВА РНК 


Тины РНК 


РНК представляет собой полимер, состоящий из мономеров — 
рибонуклеозидмонофосфатов. 

В живой клетке — будь то клетка млекопитающих, бактерий 
или любых других организмов — содержится РНК трех основных 
типов: 

1. Основная часть РНК, на долю которой приходится около 
80% ,— это рибосомная РНК (г-РНИ). Рибосомная РНК содер- 
кится в мельчайших цитоплазматических частицах — рибосомах, 
которые рассматриваются в гл. УПТ. г-РНЁЕ характеризуется 
высоким молекулярным весом (0,5—2,0 . 10°) и метаболической 
стабильностью. 

2. Следующим по содержанию (около 15%) типом является 
растворимая РНК (з-РНК), называемая также транспортной 
РНК, РНК-переносчиком, акцепторной или адапторной РНК. 
Эта РНК осуществляет перенос аминокислот (гл. ХИТ. 5-РНК 
имеет значительно меньший молекулярный вес (около 25 000). 
Каждой аминокислоте соответствует своя специфическая 5-РНК. 
Необходимо отметить, что не всякая растворимая РНК указанно- 
го молекулярного веса действительно может функционировать 
в качестве акцептора или переносчика аминокислот [99]. 

3. Остальные 5% или менее приходятся на долю РНК, чрез- 
вычайно близкой к ДНК по составу оснований. Эту РНК, назы- 
ваемую информационной РНК (т-РНК), иногда обозначают сим- 
волом Д-РНК. Ее называют также РНК -посредником (теззетвег), 
комплементарной, трансляционной» деды т и 
матричной РНК; т-РНК рее иене в гл. ХИП. Эта 

тносительно ь 
ееващечетр. вирусов обладает особыми озвотани, кото- 
рые будут рассмотрены в ходе дальнейшего изложения. 


Выделение РНК 


РНК в клетке связана © белком в виде нуклеопротеида. ока 
му экстрагировать ее в неразрушенном состоянии мы 
При выборе метода экстрагирования следует и Е: - ры 
используемой ткани. При работе с животными тканями, н ример 
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с печенью, в ряде случаев удобно предварительно отделить цито 
плазму от ядер и использовать только цитоплазму. Это можно 
осуществить путем экстрагирования гомогенизированной ткани 
0,14 М раствором № аС1, приводящего к отделению цитоплазмати- 
ческих рибонуклеопротеидов от содержащего ДНК ядерного 


материала. Рибонуклеопротеид осаждают затем из экстр 
РН 4,5 и вновь 


Продолжительное встряхивание с несколькими последов 


натриевой соли при добавлении спирта. Можно поступить и иначе: 


урацию рибонуклеопротеида и экстраги- 
ровать нуклеиновую кислоту 10%-ным раствором хлористого 
ее добавлением двух объемов 
спирта [1—4]. Примерно аналогичный метод существует и для 
выделения РНК из кивотных тканей [5]. Вэ 


Пожалуй, чаще всего для получения больших количеств нераз- 
рушенной РНК применяют метод, основанный на 


риала водным фенолом, который осаждает белок и ДНК. Водный 


› прежде 
чем будет экстрагирована РНК. Методом, описанным в гл. УП, 


можно выделить из клеток рибосомы и использовать их для полу- 
чения 7-РНК [9]. Растворимая РНК (5-РНК) содержится в раство- 
римой цитоплазматической фракции клеток (отсюда ее название), 
которую получают при центрифугировании гомогената ткани 
с целью удаления ядер, митохондрий, микросом и рибосом. Эта 
фракция может содержать также небольшое количество т-РНК 
или разрушенной г-РНК. Для получения 5-РНК Мории. — фрак- 
цию используют либо непосредственно, либо. после до авления 

кислоты до рН 5,4—5,0. В последнем случае пречк 

ваемый «рН5-осадок», из которого 5-РНК экстрагируете лом 

(стр. 267). 


нидина, 
исполь- 


в нераз- 
‹е мате- 
Водный 
и поли- 


о РНК 
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Очистка РНК 


реа ны ны одним из упомянутых выше методов, пред- 
и и сложную смесь полинуклеотидов с цепями различ- 
= длины и продуктов их распада, или олигонуклеотидов. 
(Олигонуклеотидами считают обычно небольшие полинуклеотиды 
содержащие от 2 до 7 нуклеотидных единиц.) Часто возникает 
необходимость в дальнейшем фракционировании этой сложной 


& А Е 235 Б 
г г-РНК 5 
з з 
к 
< з 

& Е 

< З 

га 5 

Е 5-РНК а 
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Фиг. 7. Разделение двух рибосомных РНК и 5-РНК ЁЕ. сой. 
А. Разделение на колонке из метилированного альбумина. 
Б. Разделение тех же РНК путем центрифугирования в градиенте плотности 
сахарозы и сбора проб в пробирки, как указано в подписи к фиг. 


смеси. Иногда к полученному раствору добавляют бентонит, с тем 
чтобы предотвратить разложение полинуклеотидов нуклеазами 
в процессе очистки [9, 89, 90]. 

Очистку РНК можно производить различными методами, в том 
числе хроматографией на колонке, противоточным распределением 
и градиентным центрифугированием. 

Существует много различных систем для хроматографического 


и РНК. К ним относятся колонки из фосфата 


азделения смесей | 
ма [40], замещенных целлюлоз (ДЭАЭ или эктеола) Иа 


полиакриламида и сефадекса [43]. Одной из наиболее удобных 
является колонка из ъметилированного альбумина, нанесенного 
на кизельгур [44—46], с которой после элюции возрастающими 
концентрациями хлористого натрия удается получить 3 пика РНК. 
этих пиков соответствует 5-РНК, два других — т-РНК 


Один из 
т т. фракции РНК можно легко разделить путем 
Е в растворе сахарозы [47]. Про- 


градиентного центрифугирования 
и наполняют раствором сахарозы возра- 


бирки ульт ацентрифуг 
о зоннонираций — от5% наверху до 20% внизу. Раствор 
осят сверху и центрифугируют с большой 


РНК осторожно нан 
скоростью в течение нескольких часов. Затем дно пробирки про- 
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калывают иглой для подкожных инъекций и через полученнов 
отверстие отбирают ряд проб примерно по 10 капель в каждой. 
Содержание нуклеиновой кислоты в каждой пробе определяют, 
измеряя поглощение в ультрафиолете (фиг. 8). 

Константы седиментации РНК, полученной таким путем из 
Езспетсма сой, составляют 4$, 16$ и 235. РНК с константой 


< Центрифугирование 
О ак ча 
. 


РНК 


% 


|` Сахароза 


Е 


Фиг. 8. Разделение различных РНК при помощи центрифугирования в гра- 
диенте сахарозы. 

После центрифугирования две полосы тяжелой рибосомной РНК оседают 

вблизи дна пробирки, тогда как более легкая 5-РНК остается ближе к поверх- 

ности раствора. После прокола дна пробирки РНК из различных слоев соби- 


рают в ряд пробирок и измеряют поглощение каждой пробы РНК при 
260 ммк. Полученные т а и графически, как показано 
на фиг. 7, Б. 


седиментации 4 5 соответствует 5-РНК с молекулярным весом око- 
ло 25 000, т. е. в ее состав входят около 70 нуклеотидов. РНК с кон- 
стантами седиментации 16 $ и 23 5 имеют молекулярный вес 5,6 - 105 
и 1,12 . 108 и происходят соответственно из рибосом с константами 
седиментации 30$ и 50$ [65] (стр. 133). РНК из тканей млеко- 
питающих дают пик с константой седиментации 45, что соответ- 
ствует 5РНК, и два пика г-РНК с константой седиментации 
18—22 $ и 28—348. 

Применение градиентного центрифугирования и колонок из 
ДНК-агара для обнаружения и выделения т-РНК описано в 
Е ть противоточного распределения широко ини для 
разделения различных фракций 5-РНК [8, 18, 20, . Например, 
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при вом системы фосфатный буфер — формамид — изопропа- 
нол можно успешно выделить из дрожжей фракции 5-РНК, акцеп- 
р еж аланин, валин, гистидин и тирозин [19]. ызь 
к - определенной специфической 5-РНК из общей 
и с успехом осуществить при помощи химиче- 
ских методов. Замечник и его сотрудники [22—24] экстрагирова- 
ли $-РНК из дрожжей и удаляли все связанные с ней аминокисло- 
ты инкубацией при рН 10. Затем при помощи фракции фермента, 
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Фиг. 9. Предложенный Замечником метод образования окрашенных произ- 
водных 5-РНК, не связанных с аминокислотным остатком (см. текст) [22—24]. 


нокислоты, смесь метили СИ-валином. Послед- 
роксильной группе концевого нуклеозида 
РНК, не содержащую валинового 

что приводило к превращению 


активирующего ами 
ний присоединялся к гид 
в положении 3’ (или 2”). Далее 5- 


остатка, окисляли периодатом, 
неотерифицированных 2'- или 3’-цис-гидроксильных групи кон- 


цевого нуклеозида в диальдегидные. Дальнейшая обработка гидра- 
зидом 2`окси-3-нафтойной кислоты вызывала образование гидра- 
зона, который при соединении с’ тетразо-о-дианизидином давал 
синий краситель (фиг. 9). Этот краситель отделяли от и 
цифической 5 РНК при помощи распределения в смеси оч р 
буфера с н-пронанолом или ны рН ет ет — 
нием на ДЭАЭ-сефадексе. Таким путем был получен препар 
валин-специфической $- НК 90%-ной чистоты. 


Молярное соотношение основании 


и, что молекула нуклеиновой кислоты содержит 
ичества входящих в ее состав четырех основа- 
у собой в виде нуклеотидов с образованием 


Прежде считал 
эквимолярные кол 
ний, связанных межд 


Глава ТУ 


> 
> 


тетрануклеотидной структуры. И только в 1950 г. тетрануклеотид- 
ная гипотеза была окончательно отброшена в результате точного 
хроматографического анализа (табл. 1), произведенного Чаргаф- 
фом и его сотрудниками, а также Маркхэмом, Смитом, Уайттом. 
Эти исследователи ясно показали, что молярные соотношения 
оснований в нуклеиновых кислотах значительно варьируют 
в зависимости от источника их получения [25]. Методы определе- 
ния молярных соотношений оснований при помощи гидролиза 
и хроматографии подробно рассмотрены Бендичем [26]. 


Таблица 1 


Молярные соотношения оснований (в молях на 100 моль нуклеотидов) 
в РНК из разных источников [27] 


Источник РНК Аденин | Гуанин Цитозин | Урацил 
Печень быка ИД 21,3 33,9 И 
Почка быка 19,7 26,7 33,4 20,2 
Почка крысы 19,4 29,5 30,7 20,4 
Зародыш морского ежа (Рагасепи- 22,6 29,4 И, 2 20,8 
то1и5$) 
Дрожжи 25,4 24,6 22,6 27,4 
‚’егтайа тагезсеп$ 20,3 Зи» 24,3 24,1 
Езйетсма со 25уЗ 28,8 24,1 8.2 
МусоБасетит  рШе 20,9 30,8 а. 21.3 


Относительные величины молярных соотношений оснований 
в РНК из различных источников, приведенные в табл. 1, значи- 
тельно варьируют. Эльсон и Чаргафф [27] впервые установили, 
что число нуклеотидов, содержащих б-аминогруппу (в аденине 
и цитозине), в общем, как правило, равно числу нуклеотидов, 
имеющих б-кето-группу (в гуанине и урациле). 

Содержание псевдоуридина (фУ) и метилированных основа- 
ний, так называемых «минорных оснований» РНК, особенно высо- 
ко во фракции 5-РНК (табл. 2 и 3). Различия в относительном 
содержании оснований разных фракций РНК из клеток одного 
типа показаны также в табл. 3 на примере 5-РНК, г-РНК и т-РНК 
Е. сой. В некоторых РНК, например в РНК реовируса и вируса 
раневой опухоли (а также в 5-РНК), обнаружена строгая экви- 
молярность между содержанием аденина и а а также 
между содержанием цитидина и гуанина (табл. ) =. тих. этих 
соотношений для образования двуспиральной структуры обсуж- 


дается на стр. 56. 


д Таблица 2 
ос 
ительные количества минорных оенований 


в РНК печени крыс, в молях на 100 моль 
уридина [44] 


Минорное основание кая вы 
РНК РНК 
Псевдоуридин И 25 
5-метилцитозин 0'4 10 
6-метиламинопурин 0,5 8,1 
6-диметиламинопурин 0,1 0, 1 
1-метилгуанин тр 3,3 
2-метиламино-6-оксипурин 0,1 2,3 
2-диметиламино-6-оксипурин 0,1 3,0 


Таблица 3 


Молярные соотношения оснований в РНК различных клеточных фракций 


Метили- 
де- | Гуа- | Цито-| Ура- | Псевло- | рован- Лите- 
РНК нин | нин | зин | цил | уридин | ные ос- | ратура 

нования 
$РНК дрожжей 19,4 | 26,6 | 25,4 | 20,1 4,6 3,1 [28] 
<РИК печени крысы | 16,6 31,4 | 27,8 | 45,9 4,3 3,5 [28] 
5-РНК ЕЁ. соИ 18,3 | 30,3 | 30,3 | 15,9 2,4 2,2 [28] 
$-РНК Е. сой 20,3 | 32,1 | 28,9 15,0 2,1 1,6 [29] 
г-РНК Ё. сой 55,5. [734,521 ,6 Вт — — [30] 
т-РНК Е. с0й 25,4 | 27,4 | 24,4 23,7 — — [31] 


Таблица 4 


ные соотношения оснований в РНК некоторых вирусов 


Моляр 

Литера- 

Вирус ‘Аденин гуанин | Цитозин `Урацил ура 
кии ОАО У 

р 18,5 26,3 [32] 

заики табака 29,8 25,4 ы 
с ых мозаики 22,6 47,2 38,0 22,2 [33] 
Ви полиомиелита 28,6 24,0 и 2 |9 
Вирус энцефаломиокардита 27,3 23,5 ё р [ 
рты 28,0 22,3 22,0 27,9 [36] 
Реовирус, тип 3 Ст т. ж и о 


Вирус раневой опухоли 


Глава ГУ 


Строение РНК 


Строение РНК подробно обсуждается в обзорах Маркхома [45] 
и других авторов. Приступая к этому вопросу, необходимо прежде 
всего рассмотреть природу межнуклеотидной связи. Распад РНК 
в щелочной среде приводит к нейтрализации щелочи. Отсюда 
следует, что часть или все группы фосфорной кислоты участвуют 
в межнуклеотидных связях. Аминогруппы в построении этих свя- 
зей участия не принимают, так как интактная нуклеиновая кисло- 
та дезаминируется под действием азотистой кислоты. 


[®) 
носн, Основание — нОСН, Основание 


Основание Основание 


юр он о он 


| 
РОЗН. РО;Н» 
Фиг. 10. Образование динуклеотида, имеющего связь (С-3)—=0—Р-—0—(С-5)). 


Не участвуют в межнуклеотидных связях, по-видимому, 
и гидроксильные группы, поскольку, по данным электрометриче- 
ского титрования, эти группы не замещены. Уже в ранней работе 
Гулланда и Джексона было высказано предположение, что меж- 
нуклеотидные связи расположены при С-5’. Это подтвердили Кон 
и Волкин [37], которые при обработке РНК диэстеразой змеиного 
яда получили смесь 5’-фосфатов всех 4 нуклеозидов и хромато- 
графически их разделили. ы 

Наряду с этим известно, что разрушение К щелочью при- 
водит, как это описано ниже, к образованию смеси нуклеозид-2/- 
и нуклеозид-3’-фосфатов. Весьма вероятно, таким образом, что 
основные межнуклеотидные связи предоставлены фосфоэфирными 
группами, соединяющими С-5’ одного т с =. или С-3 
следующего нуклеотида. На фиг. бы т динуклеотид, 
содержащий связь (С-3’) — 0 = рт О— (С л а 

Гидролиз РНК диэстеразой селезенки привод 

-3'- [38]. Следовательно, межнуклеотидная 
ты с 3’) — (С-5'), а не (С-2') — (С-5'). Фермен- 
имеет х - 

оао И ь РНК подробно рассматривается в гл. УТ. 
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Часть полинуклеотидной цепи по- 
добного строения изображена на 
фиг. 11. Теоретически возможно на- 
личие боковой цепи такого же строе- 
ния, присоединенной либо к С-2’ 
либо к трижды этерифицированным 
фосфатным группам. Однако, по об- 
щему мнению, разветвленные поли- 
нуклеотидные цепи вообще отсут- 
ствуют [39]. 


Разрушение щелочью 


‚Механизм распада РНК в щелоч- 
ной среде был выяснен Тоддом и его 
сотрудниками [40, 41], показавшими, 
что щелочной гидролиз приводит 
к образованию двух изомерных форм 
каждого нуклеотида. Первоначально 
эти изомеры именовались нуклеоти- 
дами а и 6, но впоследствии они 
оказались соответственно нуклео- 
зид-2 и нуклеозид-3’-фосфатами [42, 
43]. В кислой среде каждый изомер 
легко превращался во второй, что 
приводит к образованию смеси двух 
изомеров, но в щелочной среде они 0с- 
тавались стабильными без взаимо- 
превращения. В ходе взаимопревра- 
щений образуется циклическое про- 
межуточное — соединение — нуклео- 
зид-2,3’-фосфат (фиг. 12, 111), кото- 
рое дает при гидролизе смесь 2’- и 
3’-фосфатов. Например, тринуклео- 
тид / (фиг. 12) образует циклическии 
промежуточный продукт 

В дальнейшем это соединение И 
распадается В результате легкого 
разрушения триэфирных групи ис- 
ключительно по связям - — О —(С-5') 
(на рисунке показаны буквами с и а) 
с образованием циклических ну 
клеозид-2, ,3’-фосфатов (ПТ). Из по- 
следних получается смесь нуклео- 
зид-2’ и 3’-фосфатов (У и И. 
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Фиг. 44. Участок. полинуклео- 
тидной цепи в молекуле РНК. 
Гидролиз в щелочной среде 
или диэстеразой селезенки вы^ 
зывает разрыв связей, обозна- 
ченных буквой 2. При гидро- 
лизе диэстеразой змеиного яда 
разрываются связи, обозначен- 


ные буквой р. 
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Аналогично этому обработка щелочью полинуклеотида, изо. 
браженного на фиг. 14, должна вызывать его гидролиз до смеси 
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Фиг. 12. Щелочной гидролиз тринуклеотида. 

В — пуриновое или пиримидиновое основание. 
нуклеозид-2’- и нуклеозид-5’-фосфатов в 
зи х после описанной выше циклизации. 
ем фосфодиэстеразы змеиного яда в ре 
(С-3’) — О —Р в положении, отмеченн 
нуклеозид-5’-фосфаты (см. гл. У). 


результате разрыва свя- 
Вместе с тем под действи- 
зультате разрыва связей 
ом буквой р, образуются 


Схематическое обозначение 


Изображение полинуклеотидных цепей формулой, предст 
ной на фиг. 11, слишком громоздко. Поэтому обычно поль 
схемой, приведенной на фиг. 13, Б. Вертикальная ‚линия с 
| ствует углеродной цепи сахара, к которой при С-1’ присое 
т основания. Пересечение вертикальной линии диагональн 
зывает положение фосфатной связи при С-3’, а конец диагональной 
линии, наиболее удаленный от основания, ‘указывает положение 
фосфатной связи при С-5’. При помощи такой схемы можно изо 
зить строение ДНК и РНК. 

Хиппель, Ортиц и Очоа [46] предложили систему, упрощаю- 
щую символическое изображение. По их системе фосфатная груп- 
па обозначается буквой ф. Если знак расположен справа от сим- 


авлен- 
зуются 
оответ- 
динены 
ой ука- 


бра- 


о, 


Выделение, строение и свойства РНК 


49 


вола нуклеозида, это 
и Боск ги Ра фосфат этерифицирован по 
О жа : же оуква ф стоит слева от символа 
ыьяи Уф : фат этерифицирован по С-5’ рибозы. Так 
оответствует динуклеоти 
ду с одним фосфатом 
ее по С-3’ уридинового остатка, и кож 
м орной связью между С-5’ этого же уридинового остатка 
другои уридиновой группы. Формула УфУ соответствует 
динуклеозидмонофосфату, а именно уридин-3’-уридин -5'-фосфату. 
ля иллюстрации описанного метода изображения полинук- 
леотидов приведем несколько примеров: 


Ф $. об 5 > я ет, 
5' 

Буквы А, Г, Ц, У иТ обозначают соответственно аденозин, 
гуанозин, цитозин, уридин и тимидин. Для обозначения дезокси- 
рибонуклеозида перед соот- 
ветствующим символом пи- 
шут букву д (например, ДА). 

Номенклатура концевых 
циклических нуклеотидов по- 
ка еще не унифицирована. 
Для изображения их 2’,53’- 
фосфорильных групи исполь- 
зуют либо символ «цикло-ф-, 
либо восклицательный знак. о ы с Г 
Так, У-цикло-ф или У! обо- р С 
значают уридин-2’,3’-фосфат, 

а УфУ-цикло-ф или УФУ! со- нн 5 
ответствуют концевому цик- ри д 
лическому динуклеотиду. 7 

Систематическая номен- 
клатура нуклеотидов и поли- 
нуклеотидов обсуждается на Сн, 0 В 
стр: 18 Информационного 
бюллетеня № 13, опублико- ы 
ванного в 1964 г. Интернацио- ВЫ 
нальным союзом чистой ипри- рее А 
кладной химии (Лондон, 
издательство Вамегуот 3). 


асаю- леотид, содержащий 

Основные сведения, К Фиг. 43. Тринук. 
еся этой номенклатуры, основания Ви, В и Вз. Показаны развер- 
приведены на стр. 9, 10. нутая (А) и сокращенная (Б) формулы. 
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Концевые группы и последовательность 


нуклеотидов 


в В № В 
нь 


„ЛДизстераза |змеиного яда 


в, к. 


в в. 
$. $. 2 


Фиг. 14. Разрушение тетрану- 
клеотида диэстеразой змеиного 
яда с образованием нуклеози- 
да, содержащего основание В, 
нуклеозид-5’-монофосфатов, со- 
держащих =. В. и В,, 
и нуклеозид-3’, 5’-дифосфата, 
содержащего основание Ву. 
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Для иллюстрации общих методов выяснения природы конце. 
вых групп в полинуклеотидных цепях приведем 
простых примеров. Используя ыы ВЫ из 


СН 


Щелочь 


В; 84 


В: в 


Фиг. 15. Щелочной гидролиз 
тетрануклеотида с образова- 
нием нуклеозид-3’, 5’-дифосфа- 
та, содержащего основание В,, 
двух нуклеозид-3’-монофосфа- 
тов, содержащих основания 
В; и В:, и нуклеозида, содер- 
жащего основание В,. 


Фиг. 16. Гидролиз тетрану- 
клеотида рибонуклеазой с об- 
разованием  пиримидин-нук- 
леозид-3’-фосфата, динуклео- 
тида и пуриннуклеозид-2’,3/- 
циклического монофосфата. 


несколько 


змеиного яда, Кон и Волкин [37] обнаружили, что продукты гидро- 
лиза РНК состоят преимущественно из нуклеозид-5’-фосфатов, но 
содержат также пуриннуклеозид- и пиримидиннуклеозиддифос- 
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фаты. Если (а это, по- 
оенюкик на ас рот так и есть) на левом конце цепи, 
а |8 равом: нонце — о енощьн пуриннуклеотида (В+), 
гидролиз, вызванный а а чек ен 
связи С-3— фосфат, должен п змеиного яда, т. е. разрыв 
зида из левой концевой ривести к образованию пуриннуклео- 
Концевой группы и пиримидиннуклеозид-3,5’- ь 
фата из правой концевой г у д-8,5'-дифос 
руппы. 
Подобно этому в результате щелочного г 
тида, изображенного Е ос 
ыы `В на фиг. 15, образуется нуклеозид, содержа- 
щий В, с правого конца цепи. При помощи хроматографии этот 
нуклеозид можно выделить из смеси нуклеотидов, также обра- 
зующихся при гидролизе. Таким путем можно качественно 
и количественно определить концевые группы и рассчитать длину 
цепи. Рассмотрим несколько более сложный пример. Рибонуклеа- 
за (стр. 84) действует на тетрануклеотид (фиг. 16), у которо- 
го концевой циклический пурин-2’,3’-фосфат связан через С-5' 
с предпоследним остатком пиримидиннуклеотида. При этом 
отщепляется циклический нуклеотид, который можно идентифи- 
цировать хроматографически. Такого рода циклические пурин- 
нуклеотиды в отличие от соответствующих пиримидиновых произ- 
водных не подвергаются дальнейшему действию фермента. 
Применяя указанные методы, Маркхэм и Смит [87] идентифи- 
цировали концевые группы в полинуклеотидных цепях РНК 
дрожжей и вируса желтой мозаики турнепса, ‚как циклические 
нуклеотиды аденозин-2/,3’-фосфат и гуанозин-2',3’-фосфат. 
Уайтфилд [47] описал другой метод определения концевых 
групи в рибонуклеотидной цепи. По методу Уайтфилда иссле- 
дуемый препарат полинуклеотида обрабатывают фосфомоноэстера- 
зой для удаления концевых фосфатных групи. После такой обра- 
ботки концевое углеводное кольцо © его цис-гидроксильными 
группами окисляется периодатом до диальдегидного производно- 
го. Полученное в результате соединение в щелочной среде разру- 
тается с образованием свободного основания и днев чести 
содержащего на один нуклеотид меньше, чем исходный у 
есс может быть повторен для удаления 
тид (фиг. 17). Этот проц 
нуклеотида, и так далее. 96] 
д был предложен Томлинсоном и Тинером [96]. 
Выяснение последовательности, в которон рощи од 
жены вдоль полинуклеотидной цепи,— одна из 
ницы располо облем биохимии нуклеиновых кислот. Однако 
ро наи в данной области пока еще не сделано. 
ана отчасти небольшим числом различных мономер- 


ится иметь дело, отчасти трудно- 

с которыми приход 
Е. и томогенных образцов РНК. В настоящее время 
р вс ящим материалом для такого рода исследований 
наиболее подход р. 


нового концевого 
Основной мето 
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служит 5-РНК. Это обусловлено, во-первых, сравнительной лег- 
костью выделения 5-РНК, специфической для одной определенной 
аминокислоты, и, во-вторых, низким молекулярным весом 5-РНК, 
| Полинуклеотидная цепь 5-РНК состоит из 70 нуклеотидов и соот- 

ветствует общей формуле фГфХ ... фХФЦФЦФА. Все виды 5-РНК 
имеют одинаковый конец цепи — ФЦФЦФА, т. е. присоединение 
аминокислоты к молекуле 5-РНК происходит по концевому остат- 
ку аденозина. На участке цепи, проксимальном по отношению к 
к этому общему участку, последовательность нуклеотидов варьи- 
рует в зависимости от аминокислоты, для которой специфична 


О. 
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Фиг. 17. Определение концевых групп по методу Уитфилда (см. текст). 
В '— моно- или полирибонуклеотид. 


данная 5-РНК. Например, концевые нуклеотиды 5-РНК, специфич- 
ной для изолейцина, расположены в порядке фГФЦф (УФЦ)— 
| фАФЦФЦОА, а в цепи 5-РНК, специфичной для лейцина, — либо 
| фФГФИФАФЦОЦФА, либо ФГФУФАФЦФЦФА [48]. Обнаружено, что 
между 5-РНК, выделенными из различных источников (из печени, 
дрожжей и Ё.с0й), но специфичными к какой-либо одной амино- 
кислоте, существует большое сходство [18]. Холли с сотрудниками 
[100] удалось полностью выяснить последовательность расположе- 
ния нуклеотидов в РНК, служащей переносчиком аланина. 
Для иллюстрации методов, применяемых с ви определения 
последовательности нуклеотидов, рассмотрим ра ее ‘антони 
и его сотрудников [28, 49—52, 631, исследовавших = . из пече- 
у лика. При гидролизе РНК панкреатической рибонуклеазой 
р 84) молекула разрывается строго между 3’-фосфорилпири- 
с и соседними нуклеотидами, что приводит 
| а ры реаадиВЬОНИь-ч ряда 
| коор : Ч ппу ...Пирф и один 
олигонуклеотидов, содержащих ыы о оомоврятаннОН ‚= 
| остаток аденозина на каждую цеп ы 
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гидролиз, вызванный 

дит к специфическ 

- иже аи разрыву межнуклеотидных связей между 

о отит осфатными и 5’-гидроксильными группами 

ре и При этом образуется ряд остатков ТМФ 
нуклеотидов с концевой группой ...Гф, один 


ФГФПирфПир ФГфГф Аф.. .фПирфГфГо Г. ФПирфЦФЦФА 


ибон Й 
р уклеазой Т, (из такадиастазы), приво- 


Панкреатическая | рибонуклеаза 
фГфПирф +Пирф +Гф Гф Аф...фПирф + Гф Гф ГФПирф+ 2Цф+А 
Фосфомоноэстераза | Е. с0И. 
ГрПир+Пир + Гф Гф Аф...фПир+ Гф Гф ГфПир+2Ц +А + 7Фнеорг. 
Щелочной | гидролиз 
6 Гр +Аф+А+2Ц + 4Пир+... 


ф ГПирфПирфГоГо Аф..-ФПирфГФГФГ. ФПирфЦеЦФА 
Рибонуклеаза | Ти 
ф Го +ПирфГирфф+3Го +АФ..-ФПирфГФ +Пирф ЦФЦФА 
Фосфомоноэстераза Е.с0й 
4Г+ПирфПирфГ + Аф.. 4ПирфГ +Пирф ЦФЦФА + 7Фнеорг. 
Щелочной | гидролиз 


6Г+А +Аф+ 4Пирф+2ЦФ+--- 


Фиг. 18. Ферментативное расщепление $РНК печени И 
а т й с последующей обработкой фосфо- 
ибонуклеазой или рибонуклеазой Т сп 
МаттьО [ моноэстеразой. 


остаток фГф на цепь и один фрагмент, не о Е 
и имеющий концевую последовательность Цфцф.. ар у и 
одновременном воздействии на 5РНК Е зе - Не Р 
азой и рибонуклеазой Тл образуются р ди т. 
на цепь, один остаток аденозина на цепь, бо т ф нк оф 
и ряд олигонуклеотидов © концевой гру ной  фоефа ие зы 
Обработка полученных гидролизатов щел о 
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Е. Сой приводит к удалению фосфомоноэфирных групи. Получен. 
ные таким путем нуклеозиды и олигонуклеотиды разделялись 
затем на колонках ионообменных смол. Олигонуклеотиды были 
подвергнуты щелочному гидролизу, что привело к освобождению 
концевых оснований наряду с нуклеозид-3’(2’)-фосфатами. Это 
дало возможность подробно выяснить строение олигонуклеотидов. 
Такого рода методами была установлена частота последователь- 
ности ряда оснований и оказалось, что она не является случайной. 

олученные данные о частоте последовательности оснований были 
использованы для построения модели полной последовательности 
оснований $-РНК печени кролика (фиг. 22). 


Подобные исследования были осуществлены и другими автора- 
ми [53—62, 88, 97]. 


Молекулярный вее РНК 


Молекулярный вес РНК можно определить при помощи физи- 
ческих методов — измерением константы седиментации, коэффи- 
циента диффузии, удельной вязкости или рассеяния света. Однако 
между данными, полученными разными авторами, наблюдаются 
большие расхождения [64]. 

Наиболее надежные результаты были получены для 5-РНК, 
константа седиментации которой при градиентном центрифугиро- 
вании равна 4 $. Молекулярный вес этой РНК составляет от 23 000 
до 28 000 [18]. Близкие значения были получены в результате 
химических определений молекулярного веса, основанных на ана- 
лизе концевых групп. 

Среди рибосомных РНК обнаружено два основных вида. Из 
рибосом Ё. с0й с константой седиментации 505 и 305 
(фиг. 48) получены РНК с молекулярным весом 1,12. 108 (23 $- 
РНК) и 0,56 . 108 (16$-РНК) соответственно [65]. Было высказано 
предположение, что обе эти РНК построены из одной и той же 
субъединицы, причем 235-РНК является димером 165-РНК [91]. 
Однако это заключение не соответствует действительности, 
поскольку рассматриваемые виды РНК различаются по относи- 
тельному расположению оснований [92, 931; кроме того, в опытах 
по гибридизации они дрен с различными частями 

енома (стр. . 

р НЕ г же 10 5 и 80$, полученные 
из клеток млекопитающих, также содержат ла вида г-РНК, 
по-видимому соответствующие рибосомным субъединицам 30 5 
и 50$. Молекулярный вес этих РНК варьирует р: баном 
как от источника их получения, так и ет Е не 09 (1 
разделения и анализа [64] В 9. ву ь 

228) до 1,6. 10° — 21.108 (28—345). 
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› например вируса табачной 
ляет, по-видимому, не менее 


Вторичная структура РНК 


Как будет показано в следующей главе, спиральное строение 
ДНК не вызывает сомнений. Что касается природы вторичной 
и третичной структуры РНК, то она изучена значительно хуже, 
хотя уже частично выяснена [101]. 

В растворах с низкой ионной силой молекулы РНК ведут себя 
подобно типичным сильно набухшим полиэлектролитным цепям. 
Однако повышение ионной силы раствора вызывает сокращение 
цепей, что проявляется в сравнительно низкой удельной вязкости 
и высокой скорости седиментации. Это, по-видимому, объясняется 
спариванием оснований в некоторых участках цепи РНК, подобно 
тому как это происходит в некоторых биосинтетических полирибо- 
нуклеотидах. 

При помощи фермента полинуклеотидфосфорилазы (см. 
стр. 252) можно получить биосинтетические полирибонуклеотиды 
< некоторыми довольно интересными свойствами. Если в качестве 
субстрата используют аденозиндифосфат (АДФ), то образующий- 
ся полимер представляет собой рибополинуклеотид, содержащий 
только одно основание — аденин. Обычно он обозначается как 
поли-А. Таким же образом из субстрата УДФ можно получить 
поли-У, а из эквимолярной смеси АДФ и УДФ — продукт 
оно а полимеры ведут ны ТЯ Ро 
к щелочам и гидролитическим ферментам таким р ‚ 


клеотиды. 
в природе полирибону 
ВОУОЗАДЦЕНЕЕ: у. олярных количеств поли-А и поли-У 


смешивании эквим 

4 водных растворах образуется  комилекс 

м : (У), в котором адениловые остатки одной цепи соедине- 
ыы ’ 


ловыми остатками комплементар- 
а] у 9), ег рентгеноструктурного анализа 
нод довжьв и то том что этот комплекс, подобно ДНК, пред- 
Е войную спиральную структуру. На один виток 
ставляет ть ся 10 пар оснований, причем шаг этой спирали 
спирали д 


составляет 34 А. овождается уменьше- 
мплекса сопр - 
спирального ко 
ры хоовети, ы „=. 260 ммк на 34% по сравнению с суммарной 
нием погло УИ 


ный 
и поглощения для обоих компонентов (гипохром 
величиной 


эффект). 
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По многим свойствам такой спиральный комплекс напоминает 
ДНК. Так, у него обнаружены явления «молекулярного плавле- 
ния», или «перехода спираль — клубок». При нагревании этого 
комплекса в 0,45 М растворе МаС] в условиях нейтрального рН 
до температуры около 60°, называемой температурой плавления 
(Т„„), поглощение в области 260 име резко увеличивается на 34% 
(гиперхромный эффект). Одновременно значительно уменьшается 
специфическое оптическое вращение при 589 ммк. Эти изменения. 
обусловленные расхождением при нагревании двух составляющих 
спираль цепей, оказываются обратимыми при восстановлении 


Палий): (У) 


Поли-А Поли-У ИУ 

А---У 

—А---У 

А---у. 

ит. Г. или Г 4---у 

А---у. 

А---У: 

А---у. 


Фиг. 19. Ассоциация отдельных цепей поли-А и поли-У с образованием 
комплекса поли-(А): (У), в котором две цепи соединены между собой за счет 
водородных связей между А и У. По своей третичной структуре комплекс 

представляет собой спираль. 


спиральной структуры под действием охлаждения. Более подробно 
эти явления описаны в следующей главе, посвященной ДНК. 

При нагревании растворов природной рибосомной РНК или 
РНК некоторых вирусов, например вируса табачной мозаики - 
(ВТМ) (стр. 152), наблюдаются такие же, хотя и менее четко 
выраженные, изменения. Это говорит о том, что в некоторых 
местах цепь РНК сгибается на себя таким образом, что пары осно- 
ваний сближаются и соединяются водородными связями, обра- 
зующимися между аденином и урацилом и между гуанином и цито- 
зином (фиг. 20). Поскольку сегменты цепи, сближающиеся таким 
путем, могут оказаться не точно комплементарными, образование 
пар облегчается тем, что В ей образуют 
выступающие петли (буква Х на фиг. 20). а мя 
структурный анализ, те участки молекулы, в = ..: К 
сгибается на себя, имеют спиральное строение. век... ом, 
молекула РНК представляет собой, и к ыы у ыы 
ную цепь, некоторые участки которои имеют и вре < 
и неполных спиралей. В этих участках образуются пар 
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аденин — ураци; 
: л и гуанин 
спиралей при — цитозин. В фо 
(фиг 51) 64 нимают участие 40—70% а рмировании подобных 

у [64, 68—70]. , х нуклеотидов молекулы 


Е аство римая, или т ранспортная, РНК представляет собой 


уеотядов Вх рн с общей последовательностью 
с амноб при и еле (стр. 52). Цепь эта сгибает- 
К бы одну шшильку, завитую в двойную 


Фиг. 24. Вторичное строение РНК. 

Видны многочисленные спиралевид- 

ные участки РУ В цепи 
[64 ]. 


Фиг. 20. Вторичная структура РНК. 
Виден спиральный участок со спа- 
ренными комплементарными основа- 
ниями [69]. Буквой Х отмечена 
петлевидная часть спирали. 


Мак-Калли и Кантони [49—51] установи- 
5-РНК из печени кролика содержит 
70 остатков следующих оснований: 11 — аденина, 21 — гуанина, 
20 — цитозина, 14 — урацила, 3 остатка рибозилурацила (псевдо- 
уридин) и 4 других минорных основания. Исходя из результатов 
изучения последовательности нуклеотидов (стр. 52), эти авторы 
предложили несколько моделей относительного расположения 
нуклеотидов в РНК; одна из таких моделеи изображена на 
фиг. 22. В этой модели представлена средняя из возможных после- 
довательностей оснований; молекулы $5-РНК, специфических для 
разных аминокислот, несомненно, отличаются друг от друга по 


точному чередованию основании. 


спираль [63, 68, 74—78]. 
ли, что в среднем молекула 
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нь - ' УОВИЩИИ 


Предположение о том, что полинуклеотидная цепь молекулы 
сворачивается на себя, образуя двойную спираль с максимальной 


длиной участков, состоящих из спаренных последовательносте 
подтверждают следующие фактичес 
ность между количеством 


й, 
кие данные: 1) эквивалент. 


РГР ГГАУГГА ГА ГГИА РЕЦ Г 
т ии ИУ АУ Уи ГУУ Ги РГА 


ФЦеЦФА 


Г 


‘Фиг. 22. А. Схематическое изображение возможной модели, 
‘последовательность оснований в 5РН 


тическое изображение спирал 


отражающей 
К печени кролика [49—51]. Б. Схема- 
евидного строения молекулы 5-РНК. 


3) изменение свойств 5-РНК под действием некоторых ферментов. 
Например, фосфодиэстераза змеиного яда вызывает постепенный 
гидролиз 5-РНК с того конца молекулы, к которому присоединяет- 
ся аминокислота. При этом 40%-ный гидролиз приводит к тому, 
что гипохромный эффект уменьшается на 90% в результате почти 
полного удаления одного витка спирали. Кроме того, 5РНК зна- 
чительно более чувствительна к рибонуклеазе и полинуклеотид- 
-фосфорилазе (стр. 252), чем промышленный препарат дрожжевой 
ры м перечисленные свойства 5-РНК свидетельствуют о сравни- 
тельной устойчивости вторичной структуры, о два 
ентарных тяжа, соединенных водородными связями между 
рых. ацилом и между гуанином и цитозином. Спиральное 
ре и подтверждается данными рентгеноструктурно- 
го анализа [74, 72]. азрушения 5$-РНК диэстера- 
АН - 
зой з 


Е 


В 
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псевдоуридин 

о па ы м минорные основания сосредоточены в 

петля несет, ее ес етле «пиилькообразной» структуры. Эта 

сток, обратный кодон ии олет оснований, образующих учас- 

реализации генет У, или «антикодон», по которому в процессе 
ической информации происходит узнавание соот- 


ветствующей ам 
Е те 268). По обе стороны антикодона 
В некоторых а 

рых других видах РНК также обнаружено формиро- 
вание спиральных структур. Сообщалось, например, что компле- 
ментарная РНК (стр. 237), получаемая ферментативным путем 
11 уЙто на ДНК (как на матрице), выделенной из бактериофага 
Т2, содержит при определенных условиях высокоупорядоченную 
двоиную спиральную структуру, сходную с таковой ДНК [74]. 
Однако это, по-видимому, не относится к информационной РНК, 
присутствующей в полисомах (стр. 281). Форму двойной спирали 
имеют также РНК различных вирусов, в том числе РНК реовиру- 
са раневой опухоли и репликативных форм вируса полиомиелита 
(36, 74, 75], вируса Сендай [76] и вируса энцефаломиокардита 
[77]. Об этом свидетельствуют результаты, полученные при опре- 
делении относительного содержания комплементарных оснований 
и при изучении тепловой денатурации; о том же говорят и устой- 
чивость к панкреатической рибонуклеазе и отсутствие реакции 
с формальдегидом, а также данные рентгеноструктурного анализа 
[78, 95]. 

Получены четкие доказательства (см. стр. 161 и 250) того, 
что репликация РНК вирусов сопровождается образованием двух- 
цепочечной репликативной формы РНК. В качестве примера мож- 
но назвать репликативную форму РНК, образующуюся при дей- 
слтвии РНК-зависимой РНК-полимеразы (РНК-синтетазы) в клет- 
ках Ё. сой, инфицированных РНК бактериофага М$2 (стр. 250). 
Эта РНК устойчива к рибонуклеазе, но при нагревании до высо- 
ких температур (от 102 до 104’) наступают резкие изменения. 
При быстром охлаждении образуется чувствительное к действию 
рибонуклеазы вещество; устойчивость к рибонуклеазе восстанав- 

вещество охладить до температуры ниже ее 

ливается, если это Е 

плавления [79—84, 94]. При градиентном центри 

вы вухцепочечная форма характеризуется несколько 
ва чем соответствующая одноцепочечная. 
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Химический синтез рибополинуклеотидов 


Корана и его сотрудники [85, 86] не О 
методы специфического синтеза межнуклеотидных связ т 
(С-5’) и применили их для синтеза ам: в у е 
путями — последовательно и при помощи полимеризации. уд 


Глава [У 


лось синтезировать, например, динуклеотиды типа АфУф и ЦфУф, 


тетрануклеотид УфАФУФУ и гомологичные аденинполинуклео- 
тиды. 
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ПОЛУЧЕНИЕ, СТРОЕНИЕ И СВОЙСТВА ДНК 


Методы выделения и очистки ДНК 


ДНК представляет собой полимер, мономерными единицами 
которого являются дезоксирибонуклеозидмонофосфаты. В боль- 
шинстве случаев ДНК имеют высокий молекулярный вес в преде- 
лах 108—103 и даже выше. 

В природе ДНК находится в клеточном ядре в виде дезоксири- 
бонуклеопротеида. Для выделения ДНК необходимо сначала 
экстрагировать дезоксирибонуклеопротеид и затем отделить ДНК 
от связанного с ней белка. Нуклеопротеидный комплекс можно 
экстрагировать с 4 М раствором МаС! [1, 2]. При встряхивании 
вязкого раствора с хлороформом, содержащим немного октилового 
или амилового спирта [3], белок образует гель на поверхности 
раздела хлороформ — вода, тогда как натриевая соль нуклеиновой 
кислоты остается в водной фазе. Удобнее отделять ДНК от белка 
при помощи детергентов, например додецилсульфата натрия [4] 
или ксиленсульфоната натрия [5]. Однако обычно ДНК выделяют 
при помощи фенола. Фенольный метод выделения ДНК более 
подробно описан в работах Кирби [6—8]. 

Выбор того или иного метода для выделения ДНК в каждом 
конкретном случае определяется природой использованного биоло- 
гического материала. С подробным описанием методов выделения 
ДНК из животных и растительных тканей и из бактерий можно. 
познакомиться в другой работе [9]. При работе с НЫ 
мами одним из наиболее подходящих является метод В не -# 
Он сводится к разрушению клеток, денатурации клеточных о 
ков и удалению РНК при помо о с Ре > 
избирательным освящение |  ПрвалЬнтными ионами металлов 
дотвращения загрязнения д азой добавляют хелирующие 
и разрушения ее дезоксирибонукле 


т натрия. 
агенты и додецилсульфа : ДНК применяются колонки 


из фос ата каль ия И 4 4 2] анионообменнико > 
р ф 
ф ц Я ’ в из замещеннои 


14], или полимет- 
еола-целлюлозы [13, ы 

еллюлозы, например экт : » 
-а илата магния (амберлит ТВС-50) [15]. Колонки из ным 
Е альбумина могут быть использованы для разделения ден |=. 
рированной нагреванием и нативной ДНК или даже двух д 


с различным суммарным содержанием гуанина и цитозина вы 
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Разделение нативной и денатурированной ДНК осуществляется 
также при помощи метода противоточного распределения [8, 17] 
и при помощи нитроцеллюлозных мембран [18, 81]. Очистка 
и выделение ДНК с применением градиентного центрифугирования 
описаны ниже (стр. 65). 


Молярные соотношения оснований 


Методы определения молярных соотношений оснований в ДНК 
при помощи гидролиза и хроматографии подробно рассмотрены 
Бендичем [9]. 

Как видно из табл. 5, результаты анализа ряда ДНК свидетель- 
ствуют о том, что препараты ДНК, выделенные из организмов 
разных видов, очень различаются по относительному молярному 
содержанию различных нуклеотидов; в то же время препараты 
ДНК, выделенные из различных органов и тканей одного и того 
же вида, весьма близки по составу нуклеотидов. 


Таблица 5 
Молярные соотношения нуклеотидов * в ДНК из различных источников ** 


Источник ДНК Аденин Гуанин | Цитозин Тимин о мотил 
| 
Зобная железа быка 28,2 21,5 ЗЕ 27,8 1,3 
Селезенка » 27,9 ИЕ 20,8 РЯ) 1,3 
Сперма » 28,7 22,2 20,7 Руа 453 
Костный мозг крысы 28,6 21,4 20,4 28,4 ЗИ 
Семенники сельди 27,9 19,5 РАБ) 28,2 2,8 
Рагасетштоиз или; 32,8 И 17:3 32:1 и 
Зародыш пшеницы 203 22,7 16,8 Ра 6,0 
Дрожжи 31,3 18,7 17,1 32,9 — 
Езспетейла со 26,0 24,9 Вы 23,9 — 
Мусобасчетит‚ 1ибегси10зи$ 45.4 34,9 35,4 14,6 — 
Бактериофаг фХ174 24,3 24,5 18,2 32,3 Е 


* Молярные соотношения нуклеотидов выражены в молях азотсодержащих 
компонентов на 100 г-ат. 
## Приведенные величины взяты из работ разных авторов. 


Чаргафф [19—22] первым обратил внимание на ряд законо- 
мерностей в строении ДНК. Так, сумма пуринов равна сумме 
пиримидинов; сумма аминооснований (аденин и цитозин) равна 
сумме кетооснований (гуанин и тимин); аденин и тимин содер- 
жатся в эквимолярных количествах; то же найдено для гуани- 
на и цитозина. Эквивалентность А и Т, а также Г и Ц имеет мене = 
степенное значение для образования присущей ДНК спира 


формы (стр. 68). 
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м (стр. 157,458). 
› молекула К имеет только Е 
бенно характерных физических свойства — молекулярный р 
(стр. 79) и состав, выраженный относительным соотношением 
пар А — ТиГ — Ц. Пара Г — Ц прочнее, чем А — Т, т. е. боль- 
ше способствует стабильности спирали ДНК, как это будет пока- 
зано несколько ниже (фиг. 26). Кроме того, как установлено 
методом дифференциального центрифугирования, пара Г — Ц 
в большей мере, чем А — Т, обусловливает высокую плотность 
ДНК. 
При центрифугировании небольшого количества ДНК в кон- 
центрированном растворе хлористого цезия вскоре достигается 
равновесие. Действующие при этом противоположные процессы 
седиментации и диффузии приводят к установлению стабильного 
градиента концентраций хлористого цезия с непрерывным повы- 
шением плотности в центробежном направлении. Макромолекулы 
ДНК сдвигаются под действием центробежной силы в зону, где 
плотность раствора равна собственной плотности ДНК. Этой 
тенденции противостоит процесс диффузии, в результате чего 
в условиях равновесия определенный вид ДНК оказывается 
сосредоточенным в узком слое. При наличии нескольких видов 
ДНК с различной плотностью каждый из них образует определен- 
ный слой в том месте, где ах раствора хлористого цезия 
равна плотности и д м  равпролоний А вная 
он и плотности, на дне центрифужной 
слоям раствора с гради маленькое отверстие и по каплям 
пробирки прокалывают очень а 
й раствор (фиг. 8). Большинство препаратов 
собирают вытекающий р ых ДНК локализуется в узких слоях, 
бактериальных или лы ДНК. В отличие от этого ДНК 
что указывает на гомоге ирокие слои, что, по-видимому, обу- 
млекопитающих образуют + ротеввостью, 
словлено их Вначительно ‹ метода позволило установить, что про- 
Применение О о пиков имеют различную: плотность, 
бы ДНК из разных А в прямой зависимости от содержания 
причем последняя Л водиНину плотности ДНК, выделенной 


Г мы а за 1,710 г-см-?, то эту зависимость можно 
из Е. сой, 
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и ИИ 


выразить уравнением 
р =1,660-| 0,098 (ГЦ), 


в котором р— плотность, а (Г-- Ц) — суммарная фракция гуанина 
и цитозина в молях [24]. Как будет показано ниже (стр. 75), 
| относительное содержание Г -- Ц можно определить так 
| температуре денатурации при нагревании [25]. 


80 


же по 


Содержание Г+Ц ‚% 


169 170 172 175 174 
Плотность 


Фиг. 23. Соотношение между плотностью и суммарным содержанием гуа- 

нина и цитозина в п-ДНК из различных источников [23] 

1 — Рпеитососсиз, П — сперма лосося, 1[// — зобная железа теленка, 
ТУ — Е. сой, У — бегтана, УГ — М. рей. 


На основании подобного рода измерений удалось установить, 


что относительное содержание Г -|-- Цв ДНК из самых различных 
источников носит следующий характер [24, 34]. 


| Источник ДНК Е ть Источник ДНК г ‚ ц, 
| ь ; 
| ДРузуояейит (миксоми- 22 Селезенка мыши 44 
| цет) Сперма лосося 44 
| Мтстососсиз руовепез 34 Вас из зи и5 44 
Вирус вакцины 36 Бактериофаг Т4 46 
| Вас из сегеиз 37 Езейемста сой 51 
| В. тевйенит 38 ен Т7 51 
Наетори из тПиепгае 39 Бактериофаг ТЗ 53 
Засспаготусез сегеляае 39 Л№еитозрога сгазза 54 
Зобная железа теленка 40 Рзеидотопаз аегибтоза 68 
Печень крысы 40 багета |иеа ьЯ 72 
Сперма быка 41 М1сгососсиз 1узодекИсиз 72 
Рёр1юсоссиз рпеитотае 42 Вирус герпеса простого 72 
Зародыш пшеницы 43 МусоБасемит рШе 73 
Печень цыпленка 43 


млекопитающих составляет от 40 

Содержание Г + Цв ДНК 

о У в бактериальных ДНК оно варьирует в значительно 
ехайе: широких пределах (от 30 до 75%) [26]. Эти различия в содер- 

жании оснований представляют интерес в связи с таксономией 


анием туз: 
23]. 
а теленка, 


тановить, 


+Ц 
№: 
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—ыщым 
бактерий [27, 28, 86] ип 
разных организмов [30]. 

Как будет показано в ходе дальнейшег 
ферментативным путем можно получить синтетические полиде- 
зоксирибонуклеотиды, содержащие только аденин и тимин или 
только гуанин и цитозин. Существует и природный поли- д-(А-Т), 


встречающийся в качестве минорного компонента в ДНК некоторых 
крабов [32, 33]. 


ростейших [29], а также с эволюцией 


о изложения (стр. 242), 


Строение ДНК 


В молекуле ДНК, как ив РНК, отдельные нуклеотиды соеди- 
нены между собой фосфодиэфирной связью. При этом С-4” сахара 
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Фиг. 24. Часть полинуклеотидной цепи ДНК. 


участвует в фор 2’ имеет гидроксильной 
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ппы. Следовательно, межн клеотидные связи могут осуще- 
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и 5’ углеводного компонента. Участие этих групп в формировании 
межнуклеотидных связей подтверждается результатами электро- 
метрического титрования, поскольку при титровании в области 
РН от 12,0 до 13,5 не обнаружено свободных гидроксильных групп 
сахара. При помощи такого рода титрования и химических анали- 
зов установлено также наличие четырех первичных фосфорильных 
групп, трех аминогрупи и двух гидроксильных групи пурина — 
пиримидина на каждые четыре атома фосфора. Эти данные, 
а также почти полное отсутствие вторичных фосфорильных диссо- 
циаций согласуются с предположением Левина о том, что молеку- 
ла ДНК имеет вид длинной неразветвленной цепи. Молекулу 
ДНК можно изобразить в виде полинуклеотидной цепи с фосфо- 
диэфирными связями между углеродами в положениях 3’ и 5’ 
(фиг. 24). Обработка препаратов ДНК соответствующими фер- 
ментами, действие которых рассматривается в следующей главе, 
приводит к распаду ДНК с образованием нуклеозид-3’-фосфатов 
или нуклеозид-5’-фосфатов. 7 

Отсутствие гидроксильных групи при С-2 делает невозможным 
образование циклического фосфата, в связи с чем щелочной гидро- 
лиз ДНК протекает иным путем, чем у РНК. Эта особенность 
используется для аналитического отделения РНК от ДНК. 


Конфигурация молекулы ДНК 


Для изучения молекулярной структуры ДНК был широко 
использован рентгеноструктурный анализ. Исследования подоб- 
ного рода были проведены впервые Астбери [35], позже Франкли- 
ном и Гослингом [36] и наиболее обстоятельно Уилкинсом и сотр. 
137—391. 

Эти исследования показали, что ДНК дает рентгенограммы 
двух типов. Если содержание воды в исследуемом препарате 
составляет около 40%, то получаются рентгенограммы кристалли- 
ческого типа (А-форма), что свидетельствует о наличии трехмерно- 
то строения. При более высоком ‘содержании воды ДНК обнару- 
кивает паракристаллические свойства (В-форма), т. е. молекулы 
располагаются приблизительно параллельно одна другой, но не 
в столь строгом порядке, как в кристалле. Изучение ДНК из раз- 
личных источников дало одинаковые результаты. Кристаллогра- 
фический период в направлении оси волокна составляет 28 А для 


кристаллической формы и 34 А для паракристаллической формы, 
а максимальное расстояние между фосфатными группами в пол- 
й авно всего 7 А. Следовательно, в пре- 

тью развернутой цепи р . 
к ЕН зазурного периода в углеводно-фосфатной цепи 
ботораакоя несколько одинаковых химических групп. Принимая 
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Й гидро- 
)енность 


НК. 
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во внимани 
офи от и другие данные, Уотсон и Крик [40] высказали 
ранив не роде ДНК представляет собой двойную право- 
ржлены нА 5 > из двух полинуклеотидных цепей, 
дной и той же й 
к орениейиь г оси и связанных между собой 

Постро 

а 1 различные модели, Уотсон и Крик показали, что 
а возможным положением оснований описанной спира- 
ем ся такое, при котором пурин одной цепи образует пару 
= я и другой цепи. После детального изучения образова- 
дородных связей между основаниями стало очевидным, что 


Гуанин Цитозин 


Аденин 


Фиг. 25. Спаривание аденина с тимином и туанина с цитозином. Пунктир- 
ные линии указывают положение водородных связей. Углеродные атомы» 
отмеченные знаком 1, относятся к кольцам сахара. 


такими парами могут быть только аденин с тимином и гуанин 
с цитозином. Расположение водородных связей указано на фиг. 25. 

Как уже упоминалось (стр. 64), Чаргафф [49] подчеркивал, что 
в молекулах ДНК из разных источников содержание аденина 


равно содержанию тимина, а содержание гуанина — содержанию 
цитозина. Именно этот факт наиболее убедительно показывает, 
что молекула ДНК имеет вид двойной спирали. На фиг. 26 пока- 


зано, каким образом основания могут быть расположены в пре- 
делах этой структуры. На рисунке видны водородные связи между 
аденином одной цепи и тимином другой, а также между гуанином 
одной цепи и цитозином другой (и наоборот). В соответствии © этим 
порядок расположения оснований в одной цепи автоматически 
определяет последовательность оснований во второй цепи, комиле- 
ментарной первой. Эта закономерность ры весьма существен- 
ным моментом в предложенной модели. ]то касается последова- 
тельности пар оснований вдоль цепей, то она может варьировать 
без всяких ограничений. Пары основании плоские и могут распо- 


лагаться одна над но стопке тарелок. 
Модель Уотсона— дставлена на фиг. т 


Две продольные ленты соот состоящим из остал- 


другой подоб 
Крика схематически пре 
ветствуют цепям, 


Фиг. 26. 
Схематическое изображение части гипотетической полинуклео- 
тидной цепи ДНК. ` 


Фиг. 27. А. Схематическое изображение молекулы ДНК по Уотсону—Кри- 
ку [40]. Две фосфатно-сахарные цепи изображены в виде лент, а пары осно- 
ваний, удерживающих одну цепь возле другой, — в виде горизонтальных 
перекладин. Б. Рисунок модели двойной спирали ДНК. Пунктирные линии 
соответствуют водородным связям между основаниями. 
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ков фосфорной кислоты и саха 
эти цепи вместе, изображены 
зующих как бы ступеньки винтовой лестницы. 

Уилкинс с сотр. [41 , 42] внесли небольшую поправку в отдель- 
ные детали предложенной Уотсоном и Криком модели, оставив, 


однако, основную концепцию без изменений. Схема новой модели 
структуры В изображена на фиг. 28. 


ра. Пары оснований, удерживающие 
в виде горизонтальных линий, обра- 
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Ф 28. Модель предполагаемого строения ДНК [44]. 
иг. 28. 


йной спирали дает удов- 
в виде двойной т 
оение ДНК ическим свойствам, 
ее м объяснение ыы =. нее заме орвут зреча, 
летворит и содерж } = 
лотности за. Более того, данны 
в том числе ее п. ктурного анализа. тя 
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Одноцепочечная ДНК и кольцевая ДНК 


Одна из наиболее интересных и необычных форм ДНК была 
впервые выделена Синсгеймером в 1959 г. [43—45] из мелкого 
вируса $ Х174, поражающего Ё. сой. Молекула этой ДНК содер- 
жит 5500 нуклеотидов и состоит из одной цепи. Одноцепочечная 
форма этой ДНК подтверждается следующими данными: 

1. Отсутствие перехода спираль — клубок при нагревании. 

2. Чувствительность к действию фосфодиэстеразы из Е. ой, 
специфической для одноцепочечной ДНК. 

3. Положительная реакция с формальдегидом; двухцепочечная 
ДНК не дает такой реакции, так как аминогруппы оснований двух- 
цепочечной ДНК защищены прочными водородными связями двой- 
ной спирали. 

4. Отсутствие необходимого для образования двойной спирали 
равенства между молярным содержанием аденина и тимина, 
а также гуанина и цитозина (табл. 5). 

Дальнейшие исследования показали, что ДНК бактериофага 
$ Х174, полученная путем очень мягкой экстракции, помимо одно- 
цепочечного строения, отличается еще одной ос 
ее цепь замкнута, образует кольцо [46, 47]. Так, под действием 
фосфодиэстеразы из В. сой или селезенки не происходит быстрого 
распада ДНК, следовательно, она не содержит свободных конце- 
вых 3’-гидроксильных групп, причем чувствительность к этому 
ферменту не возрастает после предварительной обработки фосфо- 
моноэстеразой, которая должна была бы удалить концевые фосфат- 
ные группы. Более того, при ультрацентрифугировании удается 
получить два компонента ДНК — инфекционный подвижный ком- 
понент 5, и неинфекционный малоподвижный компонент $». 
Осторожная обработка компонента 5, панкреатической дезокси- 
рибонуклеазой вызывает превращение компонента 5: в компонент 
5., что сопровождается потерей инфекционности; существенного 
понижения молекулярного веса при этом не происходит. При 
более жесткой обработке образуются продукты дальнейшего рас- 
пада. Все эти результаты подтверждают, что компонент 5, имеет 
строение ковалентно связанного кольца и дает при распаде про- 
дукт 52 с открытой цепью. 

Кольцевая форма вирусной ДНК обнаружена также у двух- 
цепочечной репликативной формы бактериофага $ Х174 (стр. 215), 
ДНК бактериофага ^ (стр. 161) и ДНК вируса полиомы, которая 
существует и в виде кольца и в форме прямой цепи (49-51, 84). 
В последнем случае обе формы состоят из двойной цепи и обе 
они инфекционны. Кольцевую структуру можно наблюдать при 
помощи электронного микроскопа. Предполагается, что кольцевую 
форму имеет также ДНК бактериофага Т2 (стр. 157) [87]. 
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такие растворы легко образуют гели т 
двойным лучепреломлением в потоке. 


то, что при взбалтывании жидкости 
| г 
которые прежде были распределены хаотически, ориентируются 


конец к концу, своей длинной осью параллельно направлению 
потока. Возникающую таким путем анизотропию потока можно 
обнаружить, поместив сосуд с раствором между скрещенными 
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призмами Николя. Если жидкость неподвижна, то свет не прохо- 
дит; если же ее взбалтывают, что она приобретает способность 
пропускать свет. 

Ни одна диаграмма не может дать реального представления 
о длине молекулы ДНК. Более наглядны электронные микрофото- 
графии. На фото 1 приведена электронная микрофотография моле- 
кулы ДНК, выделенной из одной частицы бактериофага [53]. 


Молекулярный весе ДНК 


Молекулярный вес ДНК определяют обычно путем измерения 
рассеяния света, скорости седиментации или удельной вязкости. 
Полученные значения, как правило, составляют 106. Однако эта 
величина, по-видимому, занижена, так как цепи ДНК хрупки 
и чрезвычайно чувствительны к силам гидродинамического сдви- 

д д 
га. Даже взбалтывание раствора или простое выливание его из 
пипетки может привести к разрыву цепей. Поэтому размеры натив- 
ной ДНК в том виде, в каком она существует в клетке, значительно 
больше, чем это считалось до сих пор. 

О справедливости этого предположения говорят данные, полу- 
ченные при изучении ДНК бактериофага Т2 (стр. 157). Очевидно, 
вся хромосома фага представляет собой единый «кусок» ДНК 
с молекулярным весом 1,2.108—41,6.108, содержащий около 200 000 
пар оснований и имеющий форму двойной спирали [54]. О таком 
же молекулярном весе свидетельствуют результаты радиоавто- 
графических исследований [55]. ДНК бактериофага Т2, меченную 
ш ууо Н3-тимином, после мягкого лизиса осторожно экстрагиро- 
вали и покрывали фотографической эмульсией. В течение 9 недель 
эмульсия подвергалась действию мягкого В-излучения трития. 
После проявления на ней можно было рассмотреть непрерывные 
нити ДНК длиной около 50 мк. Расчеты показали, что такая нить 
должна содержать 195 000 пар оснований и иметь молекулярный 
вес около 4108. | 

При помощи метода мягкого лизиса из Ё. сой также были 
получены неразрушенные нити ДНК длиной около 1 мм, содержа- 
щие 3,5-108 пар оснований, что соответствует молекулярному весу 
2.109 [56 57, 70]. На основании этих данных можно предположить, 

х омосома Е. сой представлена одним куском ДНК. Дей- 
что вся хр икрофотографиях лизированных про- 

ительно, на электронных микр Е 
о Пр деййсиз виден спутанный клубок ДНК, 

пластов ЛМегососсиз Иузоае 
к. ободных окончаний нити [58]. Предположение, что 
в котором нет свобод кула ДНК может принимать кольцевую 
в некоторых случаях молеку ой 

анее. 
форму, уже обсуждалось р их характерна картина более слож- 

Для клеток млекопитающ что ДНК одного сперматозои- 

ная. Тем не менее было подсчитано, 


да человека содержит около 10° 
около 1 м [59]. Конечно, вся в 
23 хромосомами. Обычные сомат 
количество ДНК (стр. 314). 
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Фиг. 29. Усиление поглощения при 260 ммк у двух разных источников, 


вызванное повышением температуры [23]. 
1 — Рпеитососсиз, ИП — 5еттана. 


од спираль — клубок (стр. 56), о чем 
можно судить по резкому увеличению поглощения при 260 мик 
ы плавления (фиг. 29) и по снижению вязкости. 
Поскольку водородная связь между гуанином и цитозином значи- 
тельно крепче, чем связь между аденином и тимином, температура 
плавления выше для НК с относительно высоким ОВР 
Г- Ц. Зависимость температуры плавления, различных т 
от содержания в них Г -Е Ц выражается прямой линиеи (фиг. 30). 
При температурах, превышающих температуру плавления при- 

ли ДНК расходятся в резуль- 
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ИЩИ 
фическая рекомбинация двух цепей с восстановлением Двойной 
спирали. Эти изменения можно наглядно продемонстрировать = 
помощи электронной микроскопии. Они подтверждаются а 
результатами опытов с применением градиентного центрифуги - 
вания. Например, плотность нативной формы ДНК ББВОНонкА 
равна 1,700 (фиг. 32, В). Если ее денатурировать нагреванием 
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Фиг. 30. Соотношение между суммар- Фиг. 34. Денатурация ДНК нагре- 
ным содержанием гуанина и цитозина ванием, вызывающим расхождение 
и температурой плавления (Тнл) цепей. Видно, что при медленном 
в ДНК из различных источников [23]. охлаждении происходит ренатура- 
| 1— М. рще, 11 — беттана, 111 — Е. ция цепей, а при быстром охлажде- 
сой, ТУ — зобная железа теленка, нии они остаются разделенными. 
| У — сперма лосося, У/ — Рпеитососсиз. 


а затем быстро охладить, то образуется одноцепочечная денатури- 
рованная форма с плотностью 1,7416; если же раствор охлаждать 
медленно, то цепи рекомбинируются, образуя спиральную форму 
с плотностью 1,704 (фиг. 32, А). 

В опытах с ДНК млекопитающих, довольно гетерогенной но 
природе, такую рекомбинацию осуществить нелегко. Это нетрудно 
проделать с гомогенными препаратами бактериальной ДНК, при- 
чем можно показать, что рекомбинация цепей сопровождается 
восстановлением биологической активности данной ДНК. Так, при 
нагревании ДНК пневмококка, обладающей трансформирующей 
активностью, эта активность теряется, но она в значительной мере 
восстанавливается при медленном охлаждении. = г 

Явление разделения и специфической ее цепей 
удобно продемонстрировать опытами с и == ы а 
одна из цепей спирали содержит тяжелый азот (№5). — = д 
можно выделить из Е. сой после одного клеточного НК о = 54 
содержащей №. Плотность нативной гибридной | 
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1.747 (фиг. 33, 4). Н 
90° не вызывает из агревание препарата в течение 20 м 
10 мин, при 100° изменений. Если же ин при 
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Фиг. 32. Центрифугирование Фиг. 33. Центрифугирование 
ДНК в градиенте плотности в градиенте плотности гибридной 
-СзС1. А. ДНК нагревали и мед- ДНК, одна из цепей которой пред- 
ленно охлаждали. Б. ДНК на-  ставлена М№4-ДНК, а вторая— 

гревали и быстро охлаждали- №5-ДНК. 
В. ДНК не нагревали (натив- А. Нативный гибрид ДНК. Б. По- 
ная ДНК). Приведенные на фи- сле нагревания при 90° в течение 
туре числа соответствуют плот- 20 мин — эффекта нет. В. После 
ности ДНК в различных фрак- нагревания при 93,8° в течение 
циях [23]. 20 мин две цепи частично отошли 
друг от друга. Г. После нагревания 
при 100° в течение 10 мин произо- 
шло полное разделение тяжелой 

и легкой цепей [23 


две цепи — одну © плотностью 41,724 соответствующую одноце- 
почечной №-ДНК, другую с плотностью 4,740, соответствующую 
НК (фиг. 33, Г). При выдерживании гиб- 

ридной ДНК при температуре плавления в течение 20 мин (т. е. 
— клубок) с последующим 

быстрым охлажд следующие формы ДНК: 
около половины всего количества ДНК разделится на легкую 


одноцепочечную (с плот 
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(с плотностью 1,740); другая половина останется в виде двухць. 
почечного гибрида (с плотностью 1,719) (фиг. 33, В) [23]. 

Обращение перехода спираль — клубок при образовании 
«ренатурированной» ДНК наблюдается лишь в том случае, когда 
охлаждение проводят медленно. Действительно, комплементарные 
цепи должны сначала найти друг друга и соединиться компле- 
ментарными участками; лишь после этого они закручиваются 
с образованием двойной спирали. Ход этого процесса был просле- 
жен в опытах с двумя пробами ДНК Е. сой — немеченой (с плот- 
ностью 1,703) и меченной №15 и дейтерием (с плотностью 1,743) [23]. 
Обе пробы смешивали, подвергали денатурации. Отжиг проводили 
таким образом, чтобы половина ДНК не могла претерпеть ренату- 
рации; это сводило к минимуму неспецифическую агрегацию. 
При центрифугировании было получено пять слоев (фиг. 34, В), 
соответствующих тяжелой денатурированной ДНК (с плотностью 
1,760), тяжелой ренатурированной (с плотностью 1,746), гибридной 
ренатурированной (с плотностью 1,732), легкой денатурированной 
(с плотностью 1,747) и легкой ренатурированной (с плотностью 
1,708). После обработки препарата фосфодиэстеразой ЕЁ. сой 
(стр. 93), которая специфически разрушает одноцепочечную ДНК, 
первый и четвертый слои исчезали. Оставшиеся три слоя соответ- 
ствовали формам ренатурированной ДНК — тяжелой (с плотностью 
1,744), гибридной (с плотностью 1,725) и легкой (с плотностью 1,704) 
(фиг. 34, Г). Если же две исходные пробы ДНК нагревали и ре- 
натурировали раздельно и смешивали непосредственно перед“цен- 
трифугированием, то наблюдалось появление только двух слоев 
ДНК (фиг. 34, Д). 

Такое образование гибридной ДНК легко происходит при 
использовании двух видов ДНИ из одного и того же источника. 
Однако оно может осуществляться даже между ДНК различного 
происхождения при условии значительного сходства между генети- 
ческой информацией обеих форм, обнаруживаемого по комплемен- 
тарной последовательности нуклеотидов. 

Образование гибридной формы ДНК наблюдается даже между 
цепями полирибонуклеотида и полидезоксирибонуклеотида [67]. 
Например, если полученный ферментативным путем полимер 
д(Г:д(Ц) (стр. 244) нагреть до расхождения цепей и затем 
полученную смесь охладить в присутствии поли-р (Ц), то образует- 
ся гибридный полимер д (Г): р(Ц). Этот гибрид состоит ‚из сое- 
диненных водородными связями полинуклеотидных цепей, одна 

из которых является полирибонуклеотидной цепью, содержащей 
только цитозин, а вторая — полидезоксирибонуклеотидной цепью, 
содержащей только гуанин (фиг. 35). Образование Ах 
форм имеет большое значение ры механизма транскри 
ции информации с ДНК на Р (стр. 234). 
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Проблема установления последовательности нуклеотидов 
в ДНК сходна с вопросом определения порядка расположения 
аминокислот в белках, однако решение ее представляет значитель- 
но большие трудности. Объясняется это, с одной стороны, труд- 
ностями получения из большинства природных источников одно- 
типных молекул ДНК, а с другой — тем, что молекула ДНК 
представляет собой очень большой полимер, состоящий всего 
из 4 различных типов мономеров. Кроме того, методы, которыми 
исследователи располагают в этой области, еще не столь хорошо 
разработаны, как соответствующие методы для белков. 

Первую трудность можно в известной мере преодолеть исполь- 
зованием ДНК из вируса ФХ 174. Эта ДНК состоит из однотипой 
одноцепочечной ДНК сравнительно низкого молекулярного веса 
(5500 нуклеотидов). Действительно, в экспериментах с этой ДНК 
были получены ценные сведения о последовательности пиримиди- 
нов и пуринов [74, 83]. 

Методы разрушения ДНК, необходимые для определения 
последовательности нуклеотидов, были разработаны Чаргаффом 
и его сотрудниками [22, 72, 73], Бартоном [48, 74, 75, 82] и неко- 
торыми другими авторами [76, 85]. При этом оказалось, что рас- 
щепление ДНК в кислой среде дает лучшие результаты по сравне- 
нию с регулируемым разрушением ДНК дезоксирибонуклеазой. 
Под действием разбавленной минеральной кислоты из молекулы 
ДНК удаляются пуриновые основания. Полученный в результате 
полимер представляет собой исходный полинуклеотид, в котором 
на месте пуриновых нуклеотидов находятся дезоксирибозные 
остатки, а пиримидиновые нуклеотиды расположены так же, как 
в исходной ДНК. Это соединение получило название апуриновой 
кислоты. В ходе ее образования удаление пуринов высвобождает 
реактивные альдегидные группы дезоксисахара со свободными 
гидроксильными группами при С-4’. Таким образом полимер 
приобретает значительную чувствительность к щелочам и к слабо 
щелочным буферам, содержащим первичные аминогруппы. Подоб- 
ного рода разрушение ДНК достигается при использовании дифе- 
ниламина в кислой среде. 

Полученные описанным способом фрагменты состоят из пири- 
мидиннуклеозиддифосфатов и ряда пиримидинолигонуклеотидов, 
содержащих от двух до шести и более остатков. Эти олигонуклео- 
тидные тяжи можно разделить при помощи хроматографии на 
бумаге и на колонке. Таким путем была установлена частота 
пиримидиннуклеотидов в ДНК из ряда источников. Однако до 
полного выяснения строения хотя бы одной какой-нибудь ДНК 

ь далеко. 
Бе ДНК перманганатом приводит к арразоланию нА 
дукта (ОДНК), в котором все остатки гуанина, цитозина и 


то рас- 
сравне- 
‚леазой. 
лекулы 
ультате 
‹отором 


По ту 
лУучение, с 
че, строение ц свойства ДНК 


81 
окислены до Уреидных 


щелочью при 100° в теч В результате обработки ОДНК 

(аденин),» (фосфат), . Н: ются компоненты типа 
и 

данных был сделан и лученных таким методом 


групп. 


чем это должно было бы наб 
лении [85]. 
Изучение ближайшего 


соседствования в би 
" осинтети {их 
полинуклеотидах рассматривается в гл. ХГи ХИ ческих 


Химический синтез 
дезоксирибополинуклеотидов 


Корана и его сотрудники [77—81] разработали химические 
методы синтеза встречающихся в природе межнуклеотидных свя- 
зеи между двумя нуклеотидными или нуклеозидными компонен- 
тами, используя защитное действие хлоридов дициклогексилкар- 
бодиимида или ароматического сульфонила. Таким путем были 
осуществлены последовательный синтез дезоксирибополинуклеоти- 
дов с заданной последовательностью нуклеотидов, а также поли- 
меризация мононуклеотидов и предварительно полученных 
динуклеотидов. При этом удалось синтезировать такие соединения, 
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ГЛАВА У1 
я соо. НИИ 


НУКЛЕАЗЫ И РОДСТВЕННЫЕ ИМ 
ФЕРМЕНТЫ 


Нуклеазы 


р. Экзонуклеазы, вызывающие 


последовательного отщепления м 
цепи. Обычно эти ферменты име 


распад полинуклеотидов путем 
ононуклеотидов с одного конца 
нуют просто фосфодиэстеразами. 


Эндонуклеазы 


Эндонуклеазы подразделяются на две основные группы — 


рибонуклеазы, разрушающие РНК, и дезоксирибонуклеазы, вызы- 
вающие распад ДНК. 


Рибонуклеазы 


Из различных источников были пол 
мы рибонуклеаз (РНК-азы). Лучше всег 
РНК-аза (РНК-аза, выделенная из по 


учены разнообразные фор- 
0 изучена панкреатическая 
джелудочной железы). 


Панкреатическая рибонуклеаза 
(К. Ф., 2.7.7.16 1; ем. обзоры [1, 2, 3, 4]) 


В 1920 г. Джонс [6] обнаружил в поджелудочной железе термо- 
бильный фермент, обладающий способностью расщеплять дрож- 
вЫ РНК. Дюбо и Томпсон [7] разработали метод очистки этого 
ж 3 
1 Здесь и далее этот индекс указывает положение фермента в класси- 
десь } 


ф и ферментов, принятой комиссией по ферментам Международного 
икаци ‚ 
биохимического союза [5]. 


В: 
* 


Укленново 
АДается на 
гонуклеоти- 
гда ЭНДО- 
осфодизсте- 


идов путем 
ного конца 
стеразами. 


тр уплы 5 
авы, ВЫЗН" 


Нукле 
укл азы и Родственные им ферменты, 


фермента. Кунитц [8], по 
лическом виде, назвал 

Обычно рибонук 
ной железы. Для эт 
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лучивший фермент в 4 
а № рибонуклеазой. 
я "> ыделяют из свеже 
0,25 н. серной кислотой м оиая железы экстрагируют 
сернокислый аммоний ни кденной на льду. Затем добавляют 
О ь До 0,0 насыщения, переводя в осадок 
р ген, химотрипсиноген и дезоксирибонуклеазу. Рибонукле- 
азу осаждают из фильтрата, повышая концентрацию се 
аммония до 0,8 насы - рнокислого 
ед з щения. Путем фракционированного осаждения 
те можно получить рибонуклеазу в чистом 
: рмент можно перекристаллизовать из эти- 
лового спирта. 

Кристаллическая рибонуклеаза, полученная вышеописанным 
методом Кунитца, нередко бывает загрязнена следовыми количе- 
ствами протеолитических ферментов, что может привести к ошибоч- 
ным результатам. Мак-Доналд [23] разработал метод получения 
кристаллической рибонуклеазы, совершенно свободной от приме- 
сей протеолитических ферментов. 

Рибонуклеаза характеризуется устойчивостью в широких пре- 
делах рН и значительной термостабильностью в слабокислых рас- 
творах, но легко инактивируется щелочами. На ДНК рибонук- 
леаза не действует. Фермент обладает ярко выраженными антиген- 
ными свойствами. Максимальная активность фермента проявляется 
в области рН от 7,0 до 8,2 с оптимумом при рН 7,7. Температурный 
оптимум рибонуклеазы 65°. > | 

Благодаря исследованиям Мура, Стейна и их сотрудников 
[9, 57] в настоящее время полностью выяснена последовательность 
аминокислот в молекуле рибонуклеазы. Изучены также активный 

екулы и механизм ферментативного деиствия [40—13]. 

НТ дотвие рибонуклеавы направлено в основном на разрыв свя- 

‚ т: 

зи, соединяющей фосфатный Се? С-3 а 

тиде с С-5’ следующего нуклеотида. о бнимновоЗВь гидро- 

рассматривать как высокоспецифическу тиф 

вторичные фосфорные гру р 

лизующую только го тветствии с этим фермент может также 

нуклеозид-3/-фосфатов. 609 5’ 3’-вторичные фосфаты пиримиди- 
гидроливовать циклические =, 


нуклеозидов. я 
Для иллюстрации деи 


940 и: кристал- 


ей бычьей поджелудоч- 


твия рибонуклеазы приведем несколько 


р примеров. Изображенный на фиг. ЗВьей нии 
характерных пр золами Пур и Пир обозначены соответствен 
тид, в котором анк орарьен подвергается гидролизу в местах, 
дня сое линиями. Рибонуклеотидная цепь, пока- 
отмеченны 


; ке изобразить как 
торую можно так 
занная на фиг. 36, Б, котору ожениях 5 и7. Таким образом, 


А Ут образуются фАфЦФ -- УФ -- ГФАФ. 
при 
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В другом, несколько более сложном случае полинуклеотид 
АИФ ЦФАФГГГФУФУФУФАФГФУФЦФ разрушается рибо 
нуклеазой следующим путем: 

АФЦф/Цф/Цф/ЦФ/АФГФГФГФУФ/ Уф/УФ/АФГФУф/ЦФ образует 
АФЦф -- АфГФГфГФУФ АФГФУф -- 4ЦФ - 2Уф. Таким обра_ 
зом, среди продуктов распада — шесть пиримидиннуклеотидов, 
один динуклеотид, один тринуклеотид и один пентануклеотид. 

каждом из этих соединений имеется концевой пиримидиннуклео- 
тидный остаток, связанный с С-3” предшествующего пуриннуклео- 
тида, однако в остальном они состоят из пуриннуклеотидных 
остатков. 
В конечном итоге действие рибонуклеазы на РНК приводит 
к образованию пиримидинмононуклеотидов и олигонуклеотидов, 


А Б 
Фиг. 36. Расщепление рибонуклеазой пентануклеотида. 
А. Расщепление пентануклеотида, содержащего 3 пуриновых и 2 пирими- 
диновых нуклеотида. Расщепление происходит в местах, указанных пунк- 
тирными линиями. Б. Расщепление ферментами пентануклеотида, содер- 
жащего 2 остатка адениннуклеотида и по одному остатку цитозин-, урацил- 
и гуаниннуклеотида с моноэтерифицированными фосфатными остатками 
на каждом конце. Пентануклеотид расщепляется рибонуклеазой в положе- 
ниях 5 и 7; 5’-моноэстеразой в положении 1; 3’-моноэстеразой в положе- 
нии 10; диэстеразой змеиного яда в положениях 2, 4, би 8; диэстеразой селе- 
зенки в положениях 3, 5, Ти 9. 
| 


| содержащих 2, 3, 4 или 5 нуклеотидных единиц. Эти олигонуклео- 
| тиды состоят из пуриннуклеотидных единиц, но заканчиваются 
| пиримидиннуклеотидом, как в рассмотренном выше примере. Если 
ТИ рибонуклеаза действует на РНК в течение короткого промежутка 
| времени, то первичными продуктами распада оказываются и 
ческие 2’,3’-фосфаты цитидина и уридина, а также олигонуклеоти- 
ды или полинуклеотиды ограниченных размеров, завершающиеся 
пиримидиннуклеотидом, который несет циклическую женам 
| ную группу (фиг. 37) [14—16]. Эти циклические фосфаты пвеетв 
гидролизуются рибонуклеазой (фиг. 37), образуя а рева 
фосфаты либо в виде свободных нуклеотидов, либо в виде ЕН 
нуклеотидных остатков в олигонуклеотиде. нь ты 
что пурин-2’,3’-фосфаты не подвергаются действию э 
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та.) В резуль 
льтате ы 
щелочью р Е обработки олигонуклеоти 
описанных ранее цик: пурин->- и пурин-З-нуклеотиды (п том 
вия: кьльяьь Л и расщепления), а также ры 
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в щелочной среде, к ВБ 
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= от ты также некоторые полирибонуклеоти- 
од дейс ‹ 
действием полинуклеотидфосфорилазы, 
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бонуклеазы (РНК-азы) на РНК с образованием в каче- 


Фиг. 37. Действие ри 
одукта циклических фосфатов. 


стве промежуточного пр 


описанной в ГЛ. ХИ. Так, рибонуклеаза не действует на поли-А 

и поли-И (стр. 253), но вызывает распад поли-Ц и поли-У с обра- 
зованием 3’-мононуклеотидов. 

Действие фермента можно продемонстрировать, исходя из 

тно, что под действием раствора уранилаацетата 

кислоте полностью осаждает- 


в разбавленной трихлоруксуеной 

ся РНК, но не продукты ее распада [47]. Рибонуклеаза переводит 
около половины фосфора нуклеиновой кислоты в форму, не осажда- 
емую ураниловым реа 


Ферментативную активность можн 
фотометрически 18—20], манометрически [24] или путем исполь- 


зования РНК, меченной Р** [22]. Применяемые © этой целью методы 
рассмотрены В обзоре Шераги и Раплея 


Се) определять также спектро- 
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Рибонуклеазы из других иеточников 


Различного рода рибонуклеазы были обнаружены во многих 
животных тканях и в растениях [2, 3]. К числу наиболее изучен- 
ных относится рибонуклеаза Т, (К. Ф., 3.1.4.8) из такадиастазы 
(получаемой из культур АзрегИиз отузае) [24]. Этот фермент 
специфически гидролизует межнуклеотидные связи РНК между 
5’-ГМФ и 5’-гидроксильными группами соседних нуклеотидов. 
Рибонуклеазы, выделенные из растений, и рибосомная рибонуклеа- 
за из ЕЁ. сой гидролизуют РНК до нуклеозид-3’-фосфатов [25]. 

Наряду с этим надосадочная фракция, получаемая при центри- 
фугировании разрушенных клеток Ё. со, содержит рибонуклеазу, 
которая гидролизует РНК до нуклеозид-5’-монофосфатов [26]. 

печени крыс найдены две рибонуклеазы [54—56]. Одна из 
них, с оптимумом рН около 6,0, гидролизует все фосфоэфирные 
связи в РНК с образованием нуклеозид-2’,3’-циклических фосфа- 
тов. Для другой рибонуклеазы оптимум РН лежит в области 8,0. 


на гидролизует фосфодиэфирные связи только между соседними 


ниримидиннуклеотидами с образованием богатых пуринами олиго- 
нуклеотидов. 


Следует иметь в виду, 
и другое лабораторное обор 
загрязнены рибонуклеазой, 


что стеклянная посуда, диализатор 
удование могут быть довольно сильно 
содержащейся в коже человека [60]. 


Ингибиторы рибонуклеазы 


В печени крыс обнаружен белок, являющийся сильным инги- 
битором панкреатической РНК-азы, но при этом не действующий 
ни на РНК-азу Т,, ни на растительные РНК-азы [27, 28]. Гепарин 
также подавляет активность панкреатической РНК-азы. 


Сильным ингибитором РНК-азы является бентонит; его обычно 


применяют для предотвращения распада РНК в ходе ее выделения 
[29]. 


Полинуклеотидфосфорилаза 


Полинуклеотидфосфорилаза может б 
разам РНК. Фермент катализует об 
рого полирибонуклеотид реагирует с неорганическим фосфатом; 


при этом образуется рибонуклеотиддифосфат. Более детально этот 
вопрос рассматривается в гл. ХИ. 


ыть отнесена к деполиме- 
ратимый процесс, в ходе кото- 


Дезоксирибонуклеазы 


Из дезоксирибонуклеаз (ДНК-аза) достаточно хорошо изучены 
два основных типа; оба они относятся к числу эндонуклеаз. 


соседними 
ами олиго- 


‹мализатор 
но СИЛЬНО 
века [60]. 
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Вог 
Чо ты примером которых может 
нет рибонуклеаза (ДНК-аза 1), рас- 
эфиров. В результате действия 


АА 


ДНК-аза Г 


ее 


| Дизстераза змеиного яда 


$ р 


Фиг. 38. Разрушение ДНК под действием ДНК-азы Г, а затем диэстеразь 
змеиного яда с образованием дезоксирибонуклеозид-5’-монофосфатов. 


К 


| ДНК-аза П 


ЦН 


 Дизстераза селезенки 


служить панкреатиче 
ская 
щепляют ДНК до 5’ фев 


№ ‚ВИ: 
но? нот Нот но |) 
К под действием ДНК-азы И, а затем диэстеразы! 
ние ДН дд риб онуклеозид-3’-монофосфатов. 


е 
Фиг. 39. Разруш бразованием дезокси 
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фа ОЕ лено) ОН В оевее о 


рого ти ются 3'-фосфомоноэфиры (фиг. 38 и 39). 


ферментов вто 


и железе, образ 
ы и | а можно измерять по их способности сни- 
вой соли высокомолекулярнои ДНК или же 


жать вязкость натрие 
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по количеству образующихся кислоторастворимых фрагментов. 
Последние определяют по содержанию в них фосфора или сахара 
или по поглощению в ультрафиолете. Для определения активности 
ДНК-аз можно использовать также измерение способности свя- 
зывать краску: или'гиперхромии. Количество кислоты, освобод:- 
дающейся при гидролизе, определяют при помощи рН-стата. 


Панкреатическая дезокеирибонуклеаза 
(К. Ф., 3.1.4.5; см. обзоры [2, 30, 31] 


Под действием панкреатической дезоксирибонуклеазы (ДНК- 
азы Г) ДНК распадается на олигонуклеотиды со средней длиной 
цепи в 4 единицы, со свободной гидроксильной группой в поло- 
жении 3’и фосфатной группой в положении 5’ (фиг. 38). Для про- 
явления ее активности необходимо присутствие ионов магния. 
Фермент характеризуется щелочным оптимумом рН в области 
6,8—8,2. 

Метод очистки этого фермента описан в 1946 г. Мак-Карти [32]. 

Он предложил экстрагировать бычью поджелудочную железу 
0,25 н. серной кислотой, а затем фракционировать экстракт серно- 
кислым аммонием в концентрации, составляющей 0,17—0,3 от насы- 
щающей. Изменения, внесенные в этот метод Кунитцем [61], дают 
возможность получать кристаллический препарат фермента, кото- 
рый был описан также Мак-Доналдом [34]. Другой ценный метод 
был разработан Полсоном [33]. Активность фермента повышается 
в присутствии ионов магния (оптимальная концентрация 0,003 М) 
или марганца и угнетается ионами фтора [34]. Цитрат в концентра- 
ции 0,01 М полностью подавляет деятельность фермента, активи- 
рованного магнием, но не оказывает подобного действия на 
ДНК-азу, активированную марганцем. 

Ингибирующее действие цитрата, бората и фторида на фермент 
осуществляется путем устранения активирующих ионов магния; 
такие же ингибиторы, как сульфид натрия и тиогликолевая кисло- 
та, реагируют, по-видимому, с функциональными группами фер- 
ментного белка [35]. 


Дезоксирибонуклеаза стрептококка 


Дезоксирибонуклеаза стрептококка (стрептодорназа) относится 
к числу дезоксирибонуклеаз эндонуклеазного типа. Она вызывает 
разрыв 3’-фосфатных связей, что приводит к образованию фраг- 
ментов различной длины с концевыми 5’-фосфорильными группа- 
ми. Среди продуктов распада ДНК обнаружены лишь следы моно- 
нуклеотидов. и небольшое количество динуклеотидов; большинство 
образующихся, фрагментов крупнее, чем динуклеотиды. Действие 


В област 


арти [32]. 
Ю железу 
акт серно- 
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[61], дак 
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фермента направлено п 
уро реимущественно на разрыв связей фПир — 


птимальные услов 
и концентрация иона Ме три же фермента: РН 7,0 


Дезоксирибонуклеаза И 
(К. Ф., 3.1.4.6; ем. обзоры [2, 30]) 


ти зобной железы была выделена дезоксирибонук- 
) с оптимумом РН в области 4,5—5,5, для прояв- 
ления активности которой присутствие ионов магния не было 
необходимым. Фермент вызывает распад ДНК до олигонуклеотид- 
дов со средней длиной цепи в 6 единиц, содержащих свободную 
гидроксильную группу в положении 5’ и фосфатную группу 
в положении 3’ (фиг. 39). 


Дезоксирибонуклеаза микрококков 
(К. Ф., 3.1.4.7) 


Этот фермент, обнаруженный в культурах 5{арйу10соссиз, 
разрушает ДНК с образованием смеси нуклеозид-8’-монофосфатов 
и олигонуклеотидов с концевыми 3’-фосфатными группами [30]. 
Фермент действует преимущественно на денатурированную нагрева- 
нием ДНК, а также на РНК. Для максимальной активности фер- 
мента необходимо присутствие ионов Са?*. 


РНК-ингибируемая дезоксирибонуклеаза из 
Е. сом [25, 37, 38] 


Этот фермент представляет собой эндонуклеазу (эндонукле- 
азу ТА. с0й), разрывающую цепь ДНК во многих точках с образо- 
ванием смеси олигонуклеотидов со средней длинои цепи в { единиц, 
содержащих концевые 5'-фосфорильные группы. Фермент высоко- 

Таблица 6 


Свойства основных дезоксирибонуклеаз 


ДНК-аза 1 ДНК-аза Ш 
Субстрат т Их 
:..:-- ПМ бо | 
т Ивгибиторы трал Ды с кон- аа с кон- 
Продукты распада ДНК Аенй 5 фосфориль- ‘цевыми ‘3’-фосфориль- 
ными группами ными группами 


ЕТ 
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—. 


специфичен для ДНК — его активность в отношении нативной 
ДНК в 7 раз выше, чем в отношении денатурированной ДНК. 
РНК подавляет действие этого фермента. 

Свойства ДНК-аз двух основных типов сопоставлены в табл. 6. 


Ингибиторы дезоксирибонуклеазы 


Ферменты, сходные с ДНК-азой Г и ДНК-азой ПИ, обнаружены 
в большинстве животных тканей. Во многих тканях содержатся 
также ингибиторы обоих ферментов. Из них лучше всего изучены 
белковые ингибиторы ДНК-азы Г, содержание которых особенно 
высоко в зобе голубя [30] и в селезенке теленка [58]. 


Экзонуклеазы [1, 2], или фосфодиэстеразы 
(К. Ф., 3.1.4.1) 


Ферменты этой группы в общем вызывают распад как полири- 
бонуклеотидов, так и полидезоксирибонуклеотидов путем после- 
довательного удаления мононуклеотидов с одного конца цепи. 


Фосфодиэстераза змеиного яда 


Яды различных видов змей содержат фосфодиэстеразу, кото- 
рую обычно используют для получения нуклеозид-5’-фосфатов. 
В природных условиях фермент этот связан с большими количе- 
ствами фосфомоноэстеразы, от которой его можно отделить при 
помощи хроматографии и фракционирования в ацетоне [39, 40]. 

Диэстераза змеиного яда вызывает гидролиз РНК до нуклео- 
зид-5’-монофосфатов (фиг. 36), начиная от 3’-гидроксильного 
конца цепи. Она гидролизует также олигонуклеотиды, образую- 
щиеся в результате действия дезоксирибонуклеазы [ на ДНК, при- 
водя к образованию дезоксирибонуклеозид-5’-фосфатов (фиг. 38). 
Наличие концевых 3’-фосфорильных групп придает субстрату 
устойчивость. 


Фосфодиэстераза селезенки 


Этот фермент гидролизует РНК до нуклеозид-5’-монофосфа- 
тов (фиг. 86), начиная с 5’-гидроксильного конца цепи. Он дей- 
ствует также на смесь олигонуклеотидов, образующихся в резуль- 
тате разрушения ДНК дезоксирибонуклеазой И мк +: рас- 
щепляя олигонуклеотиды до дезоксирибонуклеозид-3’-фосфатов 
(фиг. 39) [41, 53]. Фосфодиэстераза не сы ро распада олиго- 
нуклеотидов, содержащих 5 -фосфомоноэфирные концевые группы. 
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| ДНК- специфические экзонуклеазы 
ма фоефодиэстеразы) из Е. со [25, 42—46] 


Эти фе 
ферменты представляют значительный интерес в общем 


плане. Механизм их действия детально изучен. Свойства этих 
ферментов приведены в табл. 7. 


УЖены Таблица 7 
нате Свойства экзонуклеаз из Е. сой 
ЗУчены 
Собенне Э В 
о кзонуклеаза 1 Экзонуклеаза 11 Экзонуклеаза ИТ 
Необходимые 
концевые 
группы ДНК 
...фХфУф7 | Активна Активна Активна 
...фХфУф7ф | Неактивна Неактивна Активна после фер- 
полири- ментативного уда- 
ления  концевого 
те ортофосфатного 
а цепи, остатка (Ф) 
Необходимая Одноцепочечная Одно- или двух- | Двухцепочечная 
структура цепочечная 
ДНК > з 
Слепень разру- | До концевого ди- Полностью До 40%-ного распада 
нуклеотида 
у, КОТо- ва Пе педовательное Последовательное | Последовательное 
у, в я расщепление, расщепление, на-| расщепление, начи- 
осфато | ыы начиная с 3”- чиная с 8'-гид- ная с 3’-гидро- 
количе гидроксильного роксильного ксильного или фос- 
ИТЬ пи конца п: 5'-мо еее фе 
ы кле- ’клеозид-5’-мо- К, 
[39, 4). ВВЕИЕ ея В ое. *зофосфаты тофосфат,  нукле- 
Клео” фоэфирной груп- озид-5'-монофосфа- 
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зует денатурированную нагревани. 
ре сете ри не действует на нативную двухцепо- 
р щи д Эта экзонуклеаза гидролизует цепь ДНК после- 
й чечную ДНК. с 3'-тидроксильного конца, приводя к обра- 
р рен и нуклеовид-5'’-монофосфатов; это происходит 
Ро р роге а не останется лишь один динуклеотид. 
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нуклеотидной цепи. Однако он может полностью разрушать 
молекулы ДНК бактериофага, содержащие глюкозилированный 
оксиметилцитозин (стр. 157), до входящих в их состав моно- 
нуклеотидов. На полирибонуклеотиды фермент не действует. 

Другие ферменты, действующие преимущественно на одно- 


цепочечную ДНК, были найдены в печени [АТ, 48] и в мозгу ягнен- 
ка [49]. 


Экзонуклеаза П из Е. со [44] 
Экзонуклеазу П находят в наилучшим образом очищенных 


препаратах ДНК-полимеразы (стр. 199) из Е. со. Отделить ве 
от этого фермента не удается. 
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Фиг. 40. Гидролиз олигонуклеотида экзонуклеазой И Е. соё [44]. 


Подобно экзонуклеаве Т, экзонуклеаза П начинает разрушение 
полидезоксирибонуклеотидной цепи с 3’-гидроксильного кон. 
ца, освобождая последовательно дезоксирибонуклеозид-5-моно- 
фосфаты (фиг. 40). Однако в отличие от экзонуклеазы Г этот фер- 
мент действует и на динуклеотиды. Так, экзонуклеаза 1 гидроли- 
зует олигонуклеотид ФТфТфТФТФТ до 5фТ. Ферыеа этот быстрее 
действует на нативную (двухцепочечную) ДНК, чем на денатури- 
рованную (одноцепочечную) ДНК, и не | а ры ним 
тиды, содержащие 3’-фосфомоноэфирную группу; не д йствует 
они на РНК. 
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Следующие факты подтве 
относится к числу экзонукл 
свойствами: 

1. Полное раз 

: рушение ферме ь 
сополимера (стр. 212) ферментом меченного РЗ? д (А — Т)- 
ть приводит к тому, что `99% Р3? переходит 

тор римую форму, представляющую собой, по-види- 
мому, 5’-монофосфаты. 


рждают, что фермент действительно 
ваз со всеми характерными для них 


ты приводит к освобождению Р*? в коли- 
ао, х количеству образующихся монофос- 

3. Если в качестве субстрата используется д (А — Т)-сополи- 
мер, специфически меченный Р2?дТМФ на 3’-гидроксильном 
конце, то 90% меченного РЗ? материала становится кислоторас- 
творимым, тогда как из внутренних участков цепи освобождается 
лишь менее 10% немеченых нуклеотидов. Это указывает на то, 
что действию фермента подвергается 3’-гидроксильный конец 
цепи. 

4. При обработке ДНК, обладающей трансформирующей 
активностью (стр. 299), ферментом из В. зи Из вязкость ДНК 
снижается на 36%, но при этом сохраняется..46 % исходной транс- 
формирующей активности. Если же гидролизующим ферментом 
служит эндонуклеаза (ДНК-аза 1), то уменьшение вязкости ДНК 
на 36% сопровождается резким снижением трансформирующей 
активности до 0,1% первоначальной величины в результате рас- 
пада цепи в критических участках. р ы 

5. При использовании в качестве субстрата меченой нативной 
ДНК снижение вязкости происходит быстрее, чем освобождение 
Рз?-мононуклеотидов. Это свидетельствует 0б экзонуклеолитиче- 
ском действии фермента на полинуклеотид, состоящий из двух 
спиралей с противоположной полярностью цепей; гидролиз начи- 
нается с освобождения двух 3’-гидроксильных групи на противо- 
положных концах и приводит к образованию одноцепочечных 


форм с низкой вязкостью. 


Экзонуклеаза ИТ из Е. сои 
(ДНК-фосфатаза-экзонуклеаза) [45,46] 


Этот фермент найден в небольших ЗорСАВ о РИРИОНЫОЯ 
тесно связан с ДНК-полимеразои Е. сой. и А же 
ферментов производится при помощи а и же 
Экзонуклеазное действие этого м помимо этого, экзо- 
ствием экзонуклеазы И из НТК ы, высокоспей ифич- 
нуклеаза ПТ проявляет ЗЕтУНЯВЬ киль по ера 
ной для фосфатных остатков, и 41). Экзонуклеаза ПТ 
3'-гидроксильным группам цепи Бы АиИНСУ 
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—= 


не вызывает освобождения неорганического фосфата из дезокси- 
рибонуклеозид-3’- или  дезоксирибонуклеозид-5’-монофосфатов, 


Хх < 5 5. Киа нах 2 
} Действие Действие 
фосфатазы экзонуклеазы ыы 
- Е а 
`® $. хх Ф | | |9Н ф | Фон Фон 


+ Фнеорг 
| Фиг. 41. Последовательные этапы действия экзонуклеазы ПТЕ. сой (ДНК- 
фосфатаза-экзонуклеаза) на цепь ДНК, концевой нуклеотид которой несет 
3’-фосфатную группу [45]. 


входящих в состав олигодезоксирибонуклеотидов с короткой 
цепью, или из РНК с концевыми 3’-фосфорильными группами, 

но она разрушает ДНК с концевыми 
5" 5’ фосфорибонуклеотидами. 

Будучи экзонуклеазой, фермент 
вызывает последовательное разруше- 
ние 3’-гидроксильного конца цепи 
ДНК с освобождением мононуклеоти- 

| дов (фиг. 41). Фермент этот гидро- 
Й 5 лизует только двухцепочечную ДНК, 
| У— вызывая распад 35—45% исходного 
| количества полинуклеотида. Если 
фермент начинает свое разрушитель- 
ное действие с двух 3’-гидроксильных 
| групп на противоположных концах 
двухцепочечной молекулы (фиг. 42), 
я х то после распада примерно половины 
исходного количества остается ки- 
Фиг. 42. Механизм последова- слотонерастворимая ДНК. Последняя 
тельного воздеиствия экзонук- 
плеазы ПТ Е. сой на нативную ИМеет одноцепочечное строение и не 
ИИ ДНК, начиная с ее 3’-гидро- подвергается дальнейшему гидроли- 
| ксильного конца [46]. зу, хотя она и чувствительна к дей- 
ствию экзонуклеазы Г. 
Короткие олигонуклеотиды, а также рибосомную РНК экзо- 
| нуклеаза 1 не гидролизует, но она может вызвать освобождение 
цепи ДНК с рибонуклеозид-5’-монофосфатными концевыми груп- 
пами из полинуклеотида смешанного состава. 


Фосфомоноэстеразы 


| Ферменты этой группы вызывают выделение в виде неоргани- 
ческого ортофосфата концевых и моноэтерифицированных фосфат- 
ных групп из мононуклеотидов или олигонуклеотидов- 5’-Нуклео- 


в Н 
м, уклеазы и родственные им ферменты 97 
т 
тидаза, пол Й 
ц даза, ученная из семенной плазмы и змеин 


фосфатные группы из нуклеотид-5’ 
жит 3’-нуклеотидазу [51]. Щелочн 
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ГЛАВА УП 


НИНЫ 


ХИМИЧЕСКИЕ МЕТО 
ДЫ ОПРЕДЕЛЕ 
НУКЛЕИНОВЫХ КИСЛОТ - <. 


Введение 


Подробное описание методов определения нуклеиновых кислот 
в тканях не входит в задачи настоящей книги. Такого рода описа- 
ния читатель может найти в оригинальных работах или в послед- 
них обзорах [1, 2, 46—48], в частности в ценном обстоятельном 
обзоре Хэтчисона и Манро [13]. Здесь же будут изложены лишь 
основные принципы методов. 

Приступая к рассмотрению методов определения нуклеиновых 
кислот, важно ясно представлять себе, что термины «РНЕ» 
и «ДНК» относятся к двум классам полинуклеотидов, а не к двум 
отдельным химическим соединениям с известным и неизменным 
составом. Мы знаем, что относительное содержание оснований 
изменяется в широких пределах не только у нуклеиновых кислот 
из различных источников, но даже у нуклеиновых кислот одного 
и того же происхождения при различном метаболическом состоя- 
нии. Существует хорошее общее правило—после того как метод. 
определения нуклеиновой кислоты в какой-то ткани выбран, 
проверить его пригодность для данного конкретного случая. 

Все химические методы определения нуклеиновых кислот осно- 
ваны на определении: а) фосфора, 6) реакционноспособных пен- 
тозы или дезоксипентозы или их общего содержания; в) дно 
и пиримидинов. Поэтому точность этих методов що 
ствующими различиями В процентном содерж г Вы 
пентоз и т. п. в нуклеиновых кислотах из разных источ ы 


Предварительная обработка ткани 


и всех методов определения нуклеи- 


‹ т тонко измельченную ткань экстрагируют кислотой — 
ыы о трихлоруксусной (ТХУ), хлорной яр чи нь 
а затем органическими растворителями д а реле еесненой 
(в некоторых случаях используют сначала ор аки) р ие 
рители, а затем кислоту). При экстрагирован сти рае = избе- 
ходимо соблюдать специальные ыы аток содержит 
ры потерь РНК и белка 152]. Получе остаток содер 

фосфор, который состоит 


й нелипидный 
кислотонерастворимый ыы 


При использовании почт 
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главным образом из фосфора рибонуклеиновой кислоты и фосфора 
дезоксирибонуклеиновой кислоты, а также фосфора фосфопротеи- 
дов и небольших количеств других фосфорных соединений. 
После этого содержание РНК и ДНК определяют одним из трех 
основных методов. 


Метод Шнейдера 


По методу, предложенному Шнейдером [33], нуклеиновые кис- 
лоты экстрагируют обработкой кислотонерастворимой нелипид- 
ной фракции разбавленной ТХУ при температуре 90° в течение 


Ткань 


Холодная разбавленная трихлорук- 
сусная кислота (или хпорная кислота, 
или Н.50, ) и липидные растворители 


Кислоторастворимая 
и липидная фракции 


Щелочной гидролиз Горячая трихлоруксусная 
(по Шмидту и Таннгаузеру, ) кислота (по Шнейдеру ) 
ети или хлорная кислота 


Кислоторастворимая Остаток, Экстракт, Остаток 


фракция, содержащая содержощий содержащий 
РНК АИК КН, 


у п Ш 
Фиг. 43. Экстракция нуклеиновых кислот методом Шнейдера. 


15 мин. При этом нуклеиновые кислоты разрушаются и в виде 
растворимых продуктов переходят в кислый экстракт (фракция Ш 
на фиг. 43). В последнем при помощи цветных реакций опреде- 
ляют сахара, не опасаясь искажения результатов за счет белков. 
«Фосфор фосфопротеидов» и другие ненуклеотидные соединения 
фосфора сосредоточиваются в белковом остатке. Следует отметить, 
что количество «фосфопротеида», определяемое этим методом, 
приблизительно в 10 раз превышает соответствующие данные, 
получаемые при использовании метода Шмидта—Таннгаузера, 

Модификация метода Шнейдера включает использование хлор- 
ной кислоты вместо трихлоруксусной [34, 35]. 

Преимущество метода Шнейдера в его быстроте и про- 
стоте. Основным недостатком метода является то, что при работе 
этим методом ДНК и РНК не разделяются и поэтому их можно 
определить только при помощи специфических цветных реакций 
(на пентозу и дезоксипентозу), чрезвычайно чувствительных к раз- 


личным фактор ам. 
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Описаны модифика 
ции метода Шней 
делять нуклеиновые ки Е ми: 7 мине: — 
тета слоты в малых количествах ткани — 
ряд ольких миллиграммов или даже микрограммов [39]. 


Метод Шмидта — Таннгаузера 


Во методу, предложенному Шмидтом и Таннгаузером [48], 
полученныи после экстрагирования ткани остаток, содержащий 
кислотонерастворимый нелипидный фосфор, выдерживают в тече- 
ние ночи в теплом разбавленном растворе щелочи. Под действием 
щелочи РНК расщепляется с образованием кислоторастворимых 
нуклеотидов, тогда как ДНК не претерпевает изменений. На этом 
этапе происходит отщенление неорганического фосфата от части 
фосфопротеидов. Затем щелочной раствор подкисляют, что приво- 
дит к выпадению в осадок ДНК и больших количеств претерпев- 
шего деградацию белка (фракция ПИ на фиг. 43). Содержание ДНК 
в осадке определяют по количеству фосфора ДНК. Кислотораство- 
римая надосадочная жидкость (фракция Г) содержит нуклеоти- 
ды, образовавшиеся в результате распада РНК. Содержание 
последней определяют по количеству фосфора РНК. Фосфор 
фосфопротеидов (если таковые имеются) определяют путем осаж- 
дения неорганического фосфата из кислой надосадочной жидко- 
сти. Разность между содержанием неорганического фосфора 
и содержанием общего фосфора в этой кислой жидкости соответ- 
ствует содержанию фосфора РНК. Однако, ввиду того что содер- 
жание фосфора фосфопротеидов почти во всех животных тканях 
составляет всего 4—3 мг на 100 г сырой ткани, большинство 
авторов прежних работ им вообще пренебрегало. 

Основное преимущество рассматриваемого метода состоит 
в том, что РНКи ДНК разделяются и их содержание кун быть 
поэтому определено по количеству либо фосфора, либо сахара, 
либо пурина и пиримидина. Основным недостатком на 
является то, что во фракции РНК (фракция 1), ныне оз 
дов, присутствуют и другие фосфорные соединения [19, ыы 
Поэтому данные, основанные на определении содержания ф вы 

бычно завышены. Ненуклеотидный фосфор во фракц 
оераивь % общего фосфора для печени [20] и 80% для нерв- 
составляет 25% общ отвующих во фракции Е ненуклео- 
ной ткани [24]. К числу присутству 22 
и относятся фосфопептиды и инозитфосфаты [22]. 
ИДЕЯ роман о рода нуклеотиды хорошо отделяются 
р и о помощи ионофореза на бумаге [20], после чего 
О ЕВ таточно точно. 
их содержание мене мени Злые — Таннгаузера состоит 
Другой ДНК, правда только в некоторых тканях, разру- 


ры иен во фракцию РНК [23, 24]. Степень этого 
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разрушения различна для ДНК разных тканей и разных ВИДОВ. 
Например, разрушение значительно сильнее в ткани зобной желе. 
зы теленка, чем в такой же ткани кролика [25]. Это явление можно 
ограничить (но не полностью устранить) путем подбора адекват- 
ных условий расщепления с учетом характера используемой тка- 
ни, а также путем снижения концентрации щелочи от 1 н. до 
0,5 н. или даже до 0,3 н. 

Определение собственно фосфора производят любым из стан. 
дартных методов — Фиске и Суббароу [26], Аллена [27], Грисуол- 
да и др. [28] и Беренблюма и Чейна [29]. При помощи двух послед- 
них методов можно исследовать очень небольшие количества тка- 
ней, например культуры фибробластов ш УИто [30], в которых 
количество определяемого фосфора может быть порядка 1 мкг. 
Гораздо более чувствительные методы определения фосфора были 
описаны Норбергом [34] (минимальное количество определяемого 
фосфора — 0,5.10- г) и Энгстрёмом [32], которому удалось опре- 
делять общее содержание фосфора в одной клетке. Однако эти 
методы не применялись в сочетании с методом Шмидта — Танн- 
гаузера. 


Метод Огура и Розен 


По методу Огура и Розен [38], предназначенному первоначаль- 
но для работы с растительными тканями, прежде всего удаляют 
кислоторастворимые вещества и липиды. Затем выделяют РНК, 
обрабатывая остаток ткани 14 н. хлорной кислотой в течение 
18 час при 4°. Для выделения ДНК полученный остаток обраба- 
тывают 0,5 н. хлорной кислотой при 70° в течение 20 мин. При 
работе с животными тканями нагревание рекомендуется проводить 
до 80° в течение 30 мин в присутствии 1 н. хлорной кислоты. Содер- 
жание нуклеиновой кислоты в каждом из экстрактов определяют 
затем по содержанию фосфора, пентозы (или дезоксипентозы) 
или пуринов и пиримидинов. Недостаток этого метода заключает- 
ся в том, что некоторое количество ДНК может экстрагироваться 
холодной хлорной кислотой и переходить во фракцию РНК [35]. 


Цветные реакции на сахарные компоненты 


К цветным реакциям относятся колориметрические методы, 
более или менее специфические для пентоз и дезоксисахаров. 
Эти методы рассмотрены в обзоре Дише [3]. В общем присутствие 
пентозосодержащих соединении не мешает определению дезокси- 
пентозы, и наоборот. В то же время большинство колориметриче- 
ских реакций на сахар чувствительно к белкам, и результаты 
определения пентозы могут быть искажены наличием фурфурола, 
происходящего из мукополисахаридов. Желательно поэтому до 
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ного рода состоит в том, чтоб 
м, ы по количеств Й 
тах реакционноспособных пентозы и А 


и дезоксипентозы 

ие рассчитать 

>. р ее или РНК. В связи с этим важно иметь в виду, 
уклеотидах сахара значительно более реакционно- 


способны, че 
ДН 
паратах РНК дрожжей или НЯ # Иде ыия 02 
оны оборо зобной железы с известным 

ределяют содержание пентозы или дезо- 
ксирибозы. Это дает возможность при определении содержания 
нуклеиновых кислот в новой ткани выражать полученные резуль- 
таты в величинах содержания фосфора нуклеиновых кислот. Точ- 
ность результатов зависит, очевидно, от чистоты и состава исполь- 
зованных в качестве стандарта препаратов. 

Кроме того, в качестве стандарта можно использовать чистые 
препараты рибозы или дезоксирибозы, а также очищенные образ- 
цы пуринрибонуклеотидов и дезоксирибонуклеотидов. 

Пиримидиновые нуклеозиды и нуклеотиды удобно восстанав- 
ливать амальгамой натрия; это дает возможность устанавливать 
их количество при помощи обычного колориметрического опреде- 
ления содержащейся в них рибозы или дезоксирибозы. 


Определение пентозы 


Большинство методов определения пентозы основано на осво- 
бождении фурфурола при нагревании пентозосодержащего мате- 
риала с соляной кислотой. Метод Ривса и Манро [4] мы 
ный Дэвидсоном и `Уэймаусом [5] для определения к сие 
в растворении фурфурола в ксилоле и добавлении уксу 


нение, окрашенное 
с которым фурфурол дает соеди 
ны цвет) ия п-бромфенилгидразина (с которым фурфурол 


инение желтого цвета) [45]. у 
ион чувствительным и БАНЯ ыы ее 
няемым методом определения пентоз [6] и Е: 
метод, часто используемый для рае ние ыы 
щие модификации метода подробно опи 


и Чериотти [36]. 
Эти методы позволя 


с пур 
торая связана : 
и ет соотношения между пуринами и пирими 


иков. Был разработан метод 
азличных источн 
динами в РНК изР 


связанную с основа- 
ы пределять всю 
зможность © ния. 
в, ее Оно этот метод не нашел широкого применения 
иями пентозу, 


ют учитывать содержание только той пен- 
инами. Их надежность ограниче- 
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Определение дезокеипентозы 


Дезоксипентозу определяют обычно методом Дише [9], осно- 
ванным на реакции сахара с дифениламином. При нагревании 
ДНК с дифениламином в кислом растворе образуется соединение. 
окрашенное в синий цвет. В реакции принимает участие сахар 
пуриннуклеотидов, а не пиримидиннуклеотидов. Удобная для ра- 
боты модификация метода описана Дэвидсоном и Уэймаусом [10]. 

Значительное повышение чувствительности метода и значи- 
тельное уменьшение его «отзывчивости» на присутствие других 
соединений достигаются добавлением ацетальдегида и осущест- 
влением реакции в течение нескольких часов при 30° (вместо 
нескольких минут при 100°) [11]. 

Чериотти [12] описал удобную и более чувствительную цвет- 
ную реакцию с индолом, которая была использована и другими 
авторами [153, 14]. 

Другой удобный, но менее употребительный метод определе- 
ния дезоксипентозы основан на появлении розовой окраски при 
нагревании ДНК с цистеином и серной кислотой [15]. Следующий 
метод, при помощи которого в известных условиях можно опреде- 
лять дезоксипентозу как пурин-, так и пиримидиннуклеотидов, 
сводится к цветной реакции дезоксипентозы с триптофаном и хлор- 
ной кислотой [16]. 

Был описан очень тонкий флуорометрический метод, дающий 
возможность определять ничтожные количества ДНК — порядка 
3-10? г [50]. Разработан также флуорометрический метод для 
определения тимина в малых количествах ДНК — порядка 
50-10? г [49]. 


Определение пуринов и пиримидинов путем 
измерения поглощения в ультрафиолете 


После того как РНК и ДНК разделены при помощи метода 
Шмидта— Таннгаузера или метода Огура — Розен, количество 
пуринов и пиримидинов, а следовательно, и количество нуклеино- 
вых кислот в каждой фракции легко определить при помощи квар- 
цевого спектрофотометра, измеряя поглощение в ультрафиолете 
[24, 38, 39]. При этом следует соблюдать некоторые меры предо- 
сторожности [41]. При проведении подобного рода измерений для 
экстрагирования и осаждения рекомендуется использовать хлор- 
ную кислоту, поскольку у нее поглощение в ‚ультрафиолетовой 
области менее выражено, чем у трихлоруксусной кислоты (послед- 
няя характеризуется значительным поглощением в области 
=. с нервной тканью, Логан, и и боле: 
тер [24] сочетали преимущества двух методов: Шмидта — Танн- 


ную цвет- 
и другими 
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раски при 
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р дающий 
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гаузера и Шнейдера Фрак 
: цию фосфора 
Се экстрагировали ДНК горячей трихлоруксусной 
сея ределяли поглощение при 268,5 ммк. Суммарную. 
ракц нуклеиновых кислот выделяли методом Шнейдера 


ри 268,5 ммк. Содержание РНК 
щим содержанием нуклеиновых 


ДНК они выделяли по. 


вычисляли по разнице между об 
кислот и содержанием ДНК. 


Е чо ЧеитайЬ 40] также использовали регистра- 
р в ультрафиолете вместо проведения 
цветных реакций или определения содержания фосфора. Они уси- 
ленно рекомендуют этот метод, ссылаясь на его быстроту, просто- 
ту и специфичность. Однако при применении рассматриваемого. 
метода допускается произвольная величина для г (Р), которая 
пригодна не для всех нуклеиновых кислот любой данной ткани. 
Поглощение нуклеиновых кислот изменяется также при нагрева- 
нии их с кислотой. Вместе с тем Логан и его сотрудники [24] 
нашли, что кривые поглощения для РНК и ДНК, взятых в оди- 
наковых концентрациях, пересекаются в области 268,5 ммк; 
допускается, что при этой длине волны обе нуклеиновые кислоты 
характеризуются величиной з (Р), равной 9850. 

Сама по себе ТХУ сильно поглощает ультрафиолетовые лучи, 
на что следует делать поправки путем специальных измерений. 
Этого можно избежать, пользуясь превосходной модификацией 
метода Шмидта — Таннгаузера, предложенной Скоттом, Фрак- 
касторо и Тафтом [40] для определения нуклеиновых кислот 
в количествах порядка микрограммов в срезах тканей. 

Следует подчеркнуть, что метод поглощения в ультрафиолете, 
разработанный школой Касперсона (стр. 123), предназначен, 
в сущности, для определения ничтожных количеств пуринов 


и пиримидинов. 
Микробиологические методы 


нов можно определять также при помощи 
тодов; в качестве биотеста широко применя- 
для роста которого необходим аденин [42]. 
ический метод определения дезоксирибо- 
ботан Хофф-Иоргенсеном [43], использо- 
аорвИиз В26. 
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либо ДНК из остатка ткани методом Шнейдера. В любом случае 
важно иметь в виду, что ни один из методов не обеспечивает выделе- 
ния ДНК или РНК, свободных от примесей. Это обстоятельство 
не может серьезно повлиять на пригодность указанных методов 
для определения нуклеиновых кислот. Однако в исследованиях, 
где используются радиоактивные изотопы, эти методы нельзя 
применять без необходимой модификации [19, 20]. Например, 
основные рибонуклеотиды, полученные из РНК во фракции | 
(схема на фиг. 43), удобно разделять при помощи ионофореза на 
бумаге в форме, пригодной для определения радиоактивности. 


Содержание нуклеиновых кислот в тканях 
Данные о содержании нуклеиновых кислот в различных тка- 
нях, полученные с помощью химических методов, в общем под- 
Таблица 8 


Содержание нуклеиновых кислот в тканях 
(метод Шмидта — Таннгаузера) 


Содержание фосфора 
на 100 г сырой Отноше- 


Животное ткани, ма ние 
РНК/ДНК 
днк /Д. 


Крыса (200—240 г) 4,0 
То же (60—80 г) 3,6 
» ›» (беременная самка) 552 
» ›» (эмбрион) Аа 
Кролик РР 
То же (беременная самка) 6 

» » (эмбрион) 
ошка 


‚8 
1, 
2 
Овца 2 
Человек 3 
Поджелудоч- Кролик 2 
ная железа | Кошка Ва 
8 
3 
0 


3 
3 
5 
0 
3 


’ 
’ 
, 
, 


Бык 
Человек (1 проба) 
Почки Крыса } 
Мозг То же 1,5 
Селезенка » » (200—240 г) 0, 
1, 
0,8 


, 
, 


4 
4 
6 
7 


» » (60—80 г) 
Кролик 
Кошка 1 
Человек (1 проба) 3 0 
Вилочковая Крыса (200—240 г) 0 
железа То же (60—80 г) 0 
Кролик 0, 
Теленок 2 0, 
Надпочечник Человек 1,3 
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м я гистологического изучения этих тканей 
х о концентрации н 
уклеиновых кислот обоих 
И 5856] Не тканях можно найти в многочисленных обво- 
сы [ды ср ыы данные, полученные по методу Шмид- 
они узера [18], сведены нами в табл. 8, причем результаты 
р в содержании фосфора нуклеиновых кислот. В табл. 9 


Таблица 9 


Содержание нуклеиновых кислот в нормальных тканях 
и злокачественных опухолях, найденное по методу Шнейдера [59] 


Содержание фосфора 


Ткань ООВ на 100 г сырой ткани, мг 
РНК | днк 
Скелетная мышца Крыса 4,7—10,4 | 3,6—9,4 
Сердечная мышца » 9,6—45,3 | 40,8—19,7 
Мозг у 14,1—19,8 | 41,9—12,9 
Легкие » 11,7—24,4 | 46,6—80,7 
Почки » 24,9—30,2 | 33,4—42,6 
Зобная железа » 28,6—47,2 | 240—309 
Селезенка у 36,7—53,7 | 145—435 
Поджелудочная железа » 147—234 | 37,2—48,2 
Печень у 55,0—74,5 | 20,8—34,3 
Гепатома » 32,9—69,4 48,0—84,9 
Саркома Флекснера—Джоблинга у 35,2—64,0 | 47,2—62,6 
Саркома Иенсена у 471,0—59,2 52,0—75,9 
Карциносаркома 256 Уокера у 52,4—65,0 | 61,3—72,1 
Спонтанная опухоль молочных же- Мышь 43,4—74,7 | 85,5—1422 
л 

И уха у мышей, вызванная » 49,8—64,7 | 62,8—88,7 


действием ультрафиолетовых лу- 
роль легких у 59,4—85,5 | 65,4—109 


етствующие величины, полученные по методу Шнейде- 
о ожидать, в органах, богатых клетками 
вобная железа и поджелудочная железа), 
е нуклеиновой кислоты, а в орга- 
нах, подобных мозгу или мышцам, концентрация пм же 
значительно ниже. Тканям © высоким ядерно-пл = ее 5 
ношением, богатым (по данным гистологического изуч дер 


я онцентрация ДНК. В тка- 
ойственна высокая к 
ным, веществом, емом цитоплазмы и обилием цитоплазмати- 


большим объ 
нях же с ” много РНК; между базофильностью цитоплазмы 
ческих дя х й РНК существует четкая корре- 
этих тка 
ляция. 


даны соотв 
ра. Как и следовал 


(например, селезенка, 
отмечается высокое содержани 


онцентрацие 
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Изучение любой какой-нибудь ткани у группы Животных 
одного возраста, находящихся в одинаковых условиях, указы- 
вает, что содержание нуклеиновой кислоты может варьировать 
в довольно широких пределах. Обычно с возрастом содержание 
нуклеиновой кислоты уменьшается, однако эти изменения выраже- 
ны недостаточно четко. Исключение составляют ткани зародыша, 
которые в общем богаче нуклеиновыми кислотами, чем соответ- 
ствующие ткани взрослого животного. 

Содержание нуклеиновой кислоты в опухолевых тканях колеб- 
лется в столь широких пределах, что вывести какие-то общие 
закономерности по этому вопросу не представляется возможным 
[57, 58]. Результаты некоторых определений содержания нуклеи- 
новых кислот в опухолях включены в табл. 9. Опухоли, богатые 
клетками (типа саркомы), отличаются высоким содержанием нуклеи- 
новых кислот, тогда как для опухолей, в значительной мере сос- 
тоящих из фиброзной ткани (типа скирра), характерно очень низ- 
кое содержание нуклеиновых кислот. В тех немногих случаях, 
когда удается непосредственно сопоставить опухолевую ткань 
с исходной нормальной, оказывается, что в опухоли содержание 
нуклеиновых кислот несколько выше. 

При оценке имеющихся в литературе данных о содержании 
нуклеиновых кислот в тканях следует иметь в виду, что при 
определении фосфора РНК методом Шмидта — Таннгаузера неиз- 
бежно получаются завышенные результаты, обусловленные при- 
месями других фосфорных соединений (стр. 104). 


Ткань печени 


Особый интерес представляют данные, полученные при изуче- 
нии печени, так как этот орган служит объектом большей части 
исследований, посвященных выяснению характера изменений 
в содержании нуклеиновых кислот под действием различных 
физиологических и патологических процессов. Кроме того, 
результаты цитологического изучения печени вполне соответ- 
ствуют данным химических анализов. Голодание (фиг. 44) или 
выдерживание на бедном белком рационе [54] приводят к тому, что 
содержание РИЕ в печени падает, сопровождаясь исчезновением 
базофильных цитоплазматических гранул; содержание ДИК при 
этом не меняется. Подобного рода явление наблюдается при 
ишемии, вызванной наложением лигатуры на сосудистый пучок 
одной из долей печени [60]. . . |119 бит 

Как хорошо видно из кривых, приведенных на фиг. 44, общ 
количество фосфора липидов и РНК в печени может р ме 
или увеличиваться, но количество фосфора ДНК оО ыы 
менным. Это вполне объяснимо, если принять, что при голод 


ржание 


ржании 
то при 
а неиз- 
е при- 


И Ве ВЫВает эваметнник ХТУ, изменение условий пита- 
изменений количества ДНК 
на 1 ядро в соматических & 
клетках организма любого $ | 
вида (стр. 308). ДНК ока- т 
зывается действительно са- “® 
мым стабильным из всех кле- 
точных компонентов. 
Отсюда следует, что хи- 
мический состав клетки удоб- 
но рассчитывать по отноше- 
нию к ДНК [61—65]. Дей- 
ствительно, если содержание 
тех или иных веществ в тка- 
ни относить к единице ДНК, 
а за эту единицу принять 
количество ДНК в одном 
ядре, то становится возмож- 
ным получить приблизитель- 
ные средние данные о коли- 


0 2 4 
честве каждого соединения 


на клетку. Необходимо под- Фиг. 44. Действие двухдневного голо- 
к т. ания с последующим двухдневным 
ЗВоЕНуТЬ, ЧО ЧЬИ. = | пориланяйи на печень группы молодых 


ко о средних величинах. | 
Фактическое количество того 1 вес тела; ГГ — вес печени; 111 — 
или иного вещества в одной ны “ о” \ м 

2 осфор нукл ‚ ‘лот; У — фос- 
клетке значительно варьи ф г ФОБИИ 
рует в пределах ткани, о60- 


й гетерогенной, * Ч 
р т НЫ В ткани печени положение осложняется поли 
ак тк . 


ных клеток и межклеточной 
нивоеРЯ ыНН рн палке внести поправку [65]); 
ды ядер самих печеночных клеток, в печени почти 
ди енот присутствуют ядра клеток => иен 
в таком же ко сосудов и купферовых клеток. ем не менее 
ков, кровеносных жания исследуемого вещества 


е <. 
ный и ражают реальный характер изменений 
ик ложной ткани. 
с ни как в печени, так и в менее с ет 
|= би, 40 приведены примеры использова 
табл. 


инений на одну клетку, 
ичества других соед 
сре содержавшихся 
основы Е е для ткани печени у группы крыс, содер 
в данном с 


5) 


> ох 


Вес печени, г 
Фосфолипидный Р печени, мг 


яка чо 
+ 


Фосфор нуклеиновых кислот печени, мг 


. С другой стороны, концентрация 
фосфора ДНК на 100 мг ткани печени при голодании или при 
езбелковом ‘питании резко повышается. Это происходит главным 
образом в результате уменьшения содержания липидов, белков 
и других веществ ткани, что приводит к увеличению числа клеток 
на единицу веса ткани. 

Таблица 10 


Среднее значение химического состава ткани печени 
группы альбиносных крыс, близких по весу тела 


Фосфо 
а ео Белковый азот Фосфор РНК 
8 |+ ы , ы , 
к Ша | [ЕЕ аа | |2 
< 9® 
итание ол к Е Е Е Е Е Ё3 Е 8 
Е ь юр И о Ф | зы 
ЗЕЕ: ЕЕ: ы 
|= &5 [53 я [::3 хх = |: с: 
НЕ | ша [- Е ы = я Ш ЕЕ 
Полный рацион Муж. | 9,2 | 21,1 | 4,73 | 2380 193 | 146,4 | 91,9 4,38 | 4,38 
72-часовое голода- Муж, | 9,1 | 33,4 1,63 | 2955 | 150 87,1 | 109,1 | 5,33 3,28 
ние 
Безбелковая дие- Муж. | 9,0 | 29,4 1,67 | 1845 | 108 62,3| 92,2 | 5,22| 3.16 
та в течение 
15 дней 
Основной рацион| Жен. 9,7 | 26,9 | 1,77 | 2566 | 459 95,4| 98,6 6,51 | 3,67 
Основной рацион| Жен. 9,2 | 24,4 | 1,84 | 2531 | 192 106,8 | 114,9 8,69| 4,79 
(беременность) 


# 1 пг (1 пикограмм) = 10-12 г. 


Подобно этому концентрация белкового азота и фосфора РНК 
при голодании возрастает, хотя абсолютное количество их на 
печень или на единицу ДНК падает. Таким образом, при изуче- 
нии состава ткани обычным способом, при котором определяют 
количество исследуемого компонента на единицу веса ткани, 
может создаться ошибочное впечатление. же данных на 
единицу ДНК позволяет получить картину, более лизкую к исти- 
не. Другие примеры использования днк как р и расчета 
химического состава ткани можно тет ра у или = др- 
[80], Жакоба и др. [81], Грея и Дэлука [82] и Костерлитца | 1. 
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При безбел 
ная убыль белка в 


серьезные изменения происходят в микросомах [66, 68]. Пос не 
ку микросомы играют важную роль в бе ме». ем 
[69, 70] (стр. 265) ь лковом синтезе клетки 
. ‚ можно было бы думать, что белковое истоще- 
ние должно сопровождаться нарушением синтеза белка. Однако 
Манро, Найсмит и Викраманайаке [71] в опытах с использованием 
радиоактивного изотопа РЗ? показали, что снижение общего коли- 
чества РНК в печени, вызванное исключением белка из диеты, 
уравновепгивается повышением скорости обновления оставшихся 
молекул, так что общее количество синтезированной РНК остает- 
ся таким же, как и прежде. От поступления белка в организм 
зависит количество РНЕ в печени, но не скорость включения Р?з? 
в ее молекулы; интенсивность последнего процесса определяется 
притоком энергии. Так, при безбелковом питании усиление при- 
тока энергии ускоряет обновление фосфора РНК, хотя общее 
количество РНК и белка претерпевает лишь незначительные 
изменения. Повышение энергетического уровня при безбелковой 
диете наблюдается во всех частях клетки, в том числе и в микро- 
сомах [66]. Поэтому нет оснований считать, что способность клетки 
печени синтезировать РНК является фактором, ограничивающим 
скорость белкового синтеза (стр. 288) при белковом голодании. 
Во время беременности содержание РНК в печени значитель- 
но возрастает. У крысы это увеличение начинается © третьей ведал 
беременности, а в течение первой недели а: р ны 
РНК снижается почти до нормального уровня [ к ы м 
содержания РНК — при расчете ео 410 Н У 
ливо говорят данные, ПАРЕ В ода крысам, получающим 
Введение четыреххлористого У р 18 54% казеина 
содержащую или о ‚ 
безбелковую пишу или пищу, ия РНК в печени. Предполагается, 
вызывает увеличение содержан оцесс образования новых клеток 
что эти изменения отражают прок торых определяется содер- 
печени, количество м в котор 
жанием белка в пище [7 ы удалить среднюю и левую доли 
Если хирургическим 6: Ув всего органа), то оставшиеся 
печени (что составляет и через 28 дней восстанавливается 


т быстро расти, то называть 
к пд лелуа вес печени. Этот процесс роста ее 2 мм 
веру. хотя правильнее было бы говори 
регенерацией, 


ной гепат- 
х 24 час после частич 

Н ‚ В. течение первы арастает за 
Ио ОЛА" авшейся части печени поме. а рей 
ыы: а размеров клеток без их деления. 

счет увелич 
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ная фаза процесса регенерации наступает приблизительно на 
третий день после операции, когда наблюдаются особенно много- 
численные митозы. Такая регенерирующая печень дает возмож- 
ность сопоставить нормальную ткань взрослого животного с той 
же тканью в состоянии быстрого роста. В процессе регенерации 
содержание РНК в печени резко возрастает, достигая максимума 
через 1,5—3 дня после операции, т. е. в период наиболее быстрого 
роста, и затем резко снижаясь в период между 3- и 6-м днями 
после операции [74]. Подобные результаты были получены и при 
использовании ультрафиолетового микроскопа [75, 76]. В течение 
ранних этапов регенерации среднее количество ДНК на ядро 
значительно увеличивается [62, 77]. 

Изучалось также действие безбелковой пищи и диеты с высо- 
ким содержанием белка на состав регенерирующей печени. Образо- 
вание РНК мало зависит от получаемого с пищей белка. Однако 
в регенерирующей печени крысы, выдерживавшейся на безбел- 
ковой диете, содержание РНК, по-видимому, выше, чем у крысы, 
получавшей пищу, богатую белками. 

Печень крысы представляет собой орган, в котором легко 
индуцировать опухоль, скармливая животным азокраситель мас- 
ляный желтый (п-диметиламиноазобензол). Тем самым становится 
возможным в известных пределах сопоставление полученной 
тепатомы с исходной нормальной тканью. Это сопоставление пока- 
зало, что, в то время как по содержанию РНК различия между 
тканями обоих типов невелики, содержание ДНК выше в опу- 
холи [62, 78]. Шнейдер [58, 79] нашел, что концентрация РНК 
в печени и гепатоме крыс по существу одинакова, но в гепатоме 
содержание нуклеиновой кислоты (на 1 мг сухой ткани) во фрак- 
ции, состоящей из больших гранул (стр. 130), и в нерасфрак- 
ционированном остатке, включающем микросомы (стр. 130), 
выше, чем в соответствующих фракциях нормальной печени. 
Увеличение содержания ДНИ в гепатоме обусловлено главным 
образом возрастанием числа клеток в опухолевой ткани. 

При проведении расчетов на единицу ДНК было обнаружено, 
что в опухолях количество белка и РНК на клетку значительно 
уменьшается [61, 62]. 


Нервная ткань 


Содержание нуклеиновых кислот в нервной ткани определяли 
главным образом по методу Касперсона. Повышенная двигатель- 
ная активность сопровождается снижением содержания РНК 
в цитоплазме клеток передних рогов спинного мозга [83]. После 
звукового раздражения в клетках ганглия улитки также наблю- 
дается уменьшение содержания РНК [84]. Хиден и Хартелиус [85] 
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показали, что под влиянием неболь 
жание рибонуклеиновой кислоты 
ной системы повышается. Это набл 
для лечения малононитрилом неко 
ний. 
еее же методов для определения содержания 
а. нервной ткани осложняется присутствием 
нони Е ды связанных с белком 
о аа , рые Росситер и его сотрудники [86] 
к «инозитидный Р». Например, серое вещество 
коры головного мозга собаки содержит 5,3 - 0,4 мг фосфора ДНК 
на 100 г сырой ткани, 11,1 -- 0,4 мг фосфора РНК и наряду с этим 
7,5 = 0,4 мг «инозитидного Р». В ‘седалищном нерве кошки 
и в ткани из мозолистого тела собаки содержание фосфора ДНК 
близко к таковому в сером веществе коры головного мозга, однако 
содержание фосфора РНК составляет всего лишь около 5 мг на 
100 гткани. Содержание «инозитидного Р» в мозолистом теле дости- 
гает 200 мг на 100 г ткани. 

Разрезание или измельчение нервной ткани вызывает повыше- 
ние содержания как фосфора РНК, так и фосфора ДНК, причем 
первого в большей степени, чем второго. Через 16 дней содержание 
фосфора нуклеиновых кислот достигает максимума, а затем сни- 
жается [33]. 

Содержание нуклеиновых кислот в бактериях 


торых психических заболева- 


Особенно богаты нуклеиновыми кислотами бактерии, у кото- 
рых содержание нуклеиновых кислот может в некоторых случаях 
Таблица 414 
уклеиновых кислот в микроорганизмах 


Содержание н 
Содержание нуклеиновых кислот, % * 


общее содержа- 


Микроорганизмы ние нуклеино- РНК днк 
вых кислот 

41,57 8,75 2,82 
бару осоесие 12,84 2 о 

ЕфетйеИа 1/рпо5а ы 13.90 : 
Езеречена сой (различные штам 1312 8712 4:40 
мы) 44,67 40,43 4,2А 
12,317 8,59 3,78 
13,98 40,09 3,89 
15,76 и о 

8,40 ‚ ‚ 
Вас из аемтуске 40,64 7,00 3,64 
26 3,95 0,31 


’ 
арские 
Дрожжи (пекарские) со ое 


—Ш—ШШжм 
*# Приведенные результаты полу 


8 дж. Дэвидсон 
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достигать более 15% сухого веса бактерий. В табл. 14 приведены 
некоторые данные, полученные Вандрели [87] при помощи метода 
Шнейдера. Эти данные свидетельствуют о том, что в микроорга- 
низмах содержатся оба типа нуклеиновых кислот, причем отно- 
шение РНК к ДНК составляет 2:4 или 3:41. Впрочем, это 
соотношение колеблется в широких пределах в зависимости от 
возраста культуры. Так, в 5-часовой культуре Ё. со 51 содер- 
жание ДНК и РНК составляло соответственно 15,3 и 6,1%, 
ав 20-часовой культуре — 8,7 и 4,4% сухого веса [88]. 
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гистохимия И ЦИТОХИМИЯ 


Гиетохимия 


Локализацию нуклеиновых кислот в отдельных клетках или 
срезах ткани определяют при помощи трех основных методов: 

1. Окрашивание различными красителями, специфичными для 
РНК и ДНК. Разработано несколько методов избирательного 
окрашивания РНК или ДНК, например окрашивание по Фёль- 
гену. 

2. Фотографирование в ультрафиолете. Нуклеиновые кислоты 
столь интенсивно поглощают ультрафиолет в области 260 ммх, 
что при фотографировании клеток в лучах такой длины волны 
легко можно различить структуры, содержащие эти соединения. 

3. Окрашивание после обработки специфическими фермен- 
тами. Срезы тканей изучают до и после обработки такими фермен- 
тами, как рибонуклеаза и дезоксирибонуклеаза. 

Два первых метода можно использовать для приблизительного 
измерения содержания нуклеиновых кислот в отдельных частях 
клетки, в частности в ядре. 


Нуклеальная реакция Феёльгена 


Эта реакция, впервые описанная в 1924 г. Фёльгеном и Рос- 
сенбеком [1], широко применяется гистологами .: ры для 
окрашивания клеточных ядер и хромосом [2—5]. ее 
на том, что продукты частичного гидролиза дезоксири гы» 
новой кислоты восстанавливают окраску ен сети 
обесцвеченного сернистой кислотой (реактив тиффо Сы ==: 
На нЕ ен (обычно около 
Не тж еее погружают в Г иееоне мии 
на 45—90 мин, промывают водой и заключают д пар ре ‚Ядер- 
ное вещество окрашивается в фиолетовый цвет. 


ние метода приводится во многих работах, например в работе 


омази [6]. й еакции Фёльгена 
интерпретации р ь 
Согласен. классической т т ы ы 
№. == се в ядрах ДНК подвергается в теплой соляной кис 


лоте частичному ГидролизуУ- Продукты гидролиза остаются на 
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местах их образования и дают густое фиолетовое окрашивание, 
Поэтому богатые ДНК участки оказываются интенсивно окрашен- 
ными. Считается, что под действием кислоты в первую очередь 
разрушаются гликозидные связи сахара с пуриновыми основа- 
ниями. Воздействию подвергается 2-дезоксирибоза, связанная 
с основной цепочкой нуклеиновой кислоты через фосфатные 
группы при углеродах, находящихся в положениях 3’ и 5’. Под 
действием кислоты значительная часть дезоксирибозы, устойчиво 
сохранявшей фуранозную форму, превращается в альдегид. 
Этот последний вступает в реакцию с реактивом Шиффа, образуя 
нерастворимую окрашенную макромолекулу [7—11]. 

Появление окраски в ходе реакции Фёльгена, несомненно, 
обусловлено присутствием ДНК. Однако точное объяснение 
механизма реакции все еще является вопросом спорным. Не изу- 
чены еще и многие особенности применения этой реакции для 
окрашивания гистологических препаратов. Так, например, на 
способность ткани к окрашиванию сильное влияние может оказы- 
вать состав используемого фиксатора [12]. 

Очевидно также, что важное значение имеет длительность 
гидролиза. Если фиксатором служит жидкость Карнуа, то при 
оптимальном 410-минутном гидролизе удаляется половина всех 
оснований, по-видимому пуринов [12]. Более продолжительный 
гидролиз приводит к постепенному удалению из препарата ДНК, 
а следовательно, и к ослаблению окрашивания по Фёльгену. 
Слишком длительный гидролиз вызывает не только распад молекул 
ДНК до диффундирующих продуктов, но и превращение части дезо- 
ксипентозы в @-оксифруктоальдегид (НОСН,-СО.СН».СН,.СНО), 
который образует с реактивом Фёльгена растворимый и диффун- 
дирующий краситель [44]. 

Фотометрические измерения интенсивности окрашивания, раз- 
вивающегося в срезах тканей при реакции Фёльгена, послужили 
и количественного определения ДНК (стр. 123) 
15, 18—19]. 


Ультрафиолетовая микроскопия 


В 1904 г. Кёлер [20] впервые описал микроскоп, пригодный для 
работы с ультрафиолетовыми лучами. В этом микроскопе оптиче- 
ские части сделаны из плавленого кварца. Источником света слу- 
жит искра, создаваемая при высоком напряжении между метал- 
лическими электродами. Нужная длина волны выделяется с помо- 
цью кварцевого монохроматора, объективы скорректированы для 
длины волны 275 ммк. Пользование этим прибором сопряжено 
с трудностями фокусировки и локализации полей зрения. Деталь- 
ное описание техники его применения дано в работе Барнарда 
и Велча [24]. 
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вать соответствующим образ 
Вполне подходящим источни 
ной волны 254 ммк служит 


— скорректированные объективы. 
ом ультрафиолетовых лучей с дли- 
ртутная резонансная лампа. В этой 


а 


Фото 2. А. Изолированные ядра печени крысы, сфотографированные при 
254 ммк. Б. Мазок костного мозга в случае пернициозной анемии. Крупная 
клетка в центре — гемоцитобласт; интенсивное поглощение обусловлено 
рибонуклеопротеидом в цитоплазме. Внизу, справа, — полиморфноядерный 
лейкоцит; видно только ядро. Фотография получена при 254 ммк (Уайт, 
Лесли, Дэвидсон). 


длиной волны 254 ммк приходится 
Небольшое количество испускаемых 
ею видимых лучей можно отфильтровать при помощи жидкого 
фильтра, описанного Бэкстромом, который предлагает применять 
для этой цели смесь растворов сернокислого никеля и сернокис- 
лого кобальта. Можно использовать также кварцевую призму. 
Упрощенный кварцевый микроскоп подобного рода сконструи- 
рован Лавеном [22], в нем использованы микроскоп Кёлера 
с кварцевой спиральной резонансной ртутной лампой и фокуси- 
рование при помощи флуоресцирующего экрана. = 
Преимущество микроскопирования в ультрафиолетовой области 
спектра состоит в том, что здесь достигается большая разрешаю- 
шая способность, превышающая примерно вдвое разрешающую 
способность обычного микроскопа. В основном ультрафиолетовая 
микроскопия применяется для обнаружения в ткани нуклеи- 


лампе на долю излучения с 
около 85% световой энергии. 


120 Глава УП 


новой кислоты. Срез изучаемой ткани помещается на кварцевую 
пластинку, обычно в каплю глицеринового масла. При фотогра. 
фировании в ультрафиолетовых лучах богатые нуклеиновой КИС. 
лотой части среза дают на позитивном отпечатке темные Участки, 
выделяющиеся на более светлом фоне [23]. 

Ультрафиолетовые лучи тех длин волн, которые используются 
при изучении нуклеиновых кислот, весьма токсичны для живых 
клеток. Выдерживание живых препаратов под микроскопом 
дольше чем в течение нескольких секунд вызывает необратимые 
повреждения [24]. 

В качестве примера на фото 2 приведены полученные в ультра- 
фиолетовом микроскопе микрофотографии печени крысы. 


Окрашивание основными красками 


Нуклеиновые кислоты как вещества с сильными кислыми свой- 
ствами обладают сродством к основным красителям — толуиди- 
новому синему, целестиновому голубому, пиронину, метиловому 
зеленому. Участки тканевых срезов, легко воспринимающие такие 
основные красители, получили название базофильных. 

Одни из основных красителей, например толуидиновый синий, 
окрашивают и РНК и ДНК; действие же других более избира- 
тельно. Браше [26] показал, что смесь пиронина с метиловым зеле- 
ным [25], называемая красителем Унна — Паппенгейма, окраши- 
вает РНК (пиронином) в красный цвет, а ДНК (метиловым зеле- 
ным) — в зеленый цвет [28]. 

Окрашивание метиловым зеленым обусловлено наличием ДНК 
в высокополимерном состоянии. Эта реакция была положена 
в основу количественного микроспектрофотометрического опреде- 
ления ДНК [29]. 

Для изучения нуклеиновых кислот можно использовать также 
флуорохромные красители [30]. 


Рибонуклеазная проба 


Возможность изучения распределения нуклеиновых кислот 
в тканевых срезах при помощи фермента рибонуклеазы в сочета- 
нии с основными красителями, например. красителем Унна — 
Паппенгейма, была впервые установлена Браше [26, 31] в 1940 г. 
В первых своих исследованиях он применял неочищенные пре- 
параты рибонуклеазы. В настоящее время принято пользоваться 
для этой цели только кристаллическими препаратами ферментов, 
свободными от примесей протеаз. 

Как показал Браше, после инкубирования тканевых срезов 
в водном растворе рибонуклеазы базофильные гранулы клеточной 
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цитоплазмы теряют способност 
тин же клеточных яде 
зеленым. Исходя из этого 
вана главным образом в ба 
лах (стр. 130). Таким 
РНК в ядрышке. 


М ею пробу можно, конечно, использовать при 

м подходящим основным красителем. Этот метод 
применялся многими авторами для обнаружения РНК в различ- 
ных тканях |28, 29, 31—37]. Браше [38] рекомендует проводить 
определение следующим образом. Ткань фиксируют в реактиве 
Ценкера, содержащем 5% уксусной кислоты, или в жидкости 
Серра (спирт — формалин — уксусная кислота) и обычным путем 
заключают в парафин. Полученные затем срезы переносят в воду 
и выдерживают в течение 1 час при температуре 37° в дистиллиро- 
ванной воде с рН 6, содержащей 0,1 мг кристаллической рибонук- 
леазы в 1 мл. Одновременно контрольные срезы выдерживают 
в воде, не содержащей фермента. Затем срезы окрашивают в тече- 
ние 20 мин в смеси следующего состава: 


Метиловый зеленый — 0,45 г 
Пиронин В — 0,25 г 

Спирт (95°)— 2,5 мл 

Ацетатный буфер (рН 4,2) — до 100 ил 


После этого срезы быстро промывают дистиллированной водой, 
дифференцируют в 95-градусном спирте в течение 5—10 мин 
и заключают. Применяется также окрашивание 2%-ным водным 
раствором толуидинового синего в течение 20 мин. 

Применение рассматриваемого метода вызвало ряд возраже- 
ний [39]. В первую очередь отмечали невозможность гарантиро- 
вать абсолютную чистоту фермента; указывалось также, что 
проникновению его в ткань может препятствовать, например, 
наличие мономолекулярного слоя белка. Если менты = аргу- 
ет оправедашь, 20 отрицательные результаты рибонукяонаной 
пробы еще не доказывают отсутствия "ам: риф Первое 
результаты можно считать доказательством ее реж —-- ве 
возражение возникло в связи © данными о нить озона 
параты кристаллической рибонуклеазы, ыы нод изибизви 
ду Кунитца, загрязнены следами р реестеее ана бек 
которые могут оказывать заметное действие ен ты 
Однако и при использовании свободной ыы но ини 
ческой рибонуклеазы == ое все же можно исполь- 
[371. По-видимому, рибонуклеазную про м опия "бББВУВЕ 
зовать для обнаружения РНК, но к оценке резу. 


подходить © известной осторожностью- 
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Дезоксирибонуклеазная проба 


Аналогичный метод использования дезоксирибонуклеазы вме- 
сто рибонуклеазы применялся лишь немногими авторами. Этот 
метод позволяет удалять ДНК из хромосом [37, 41], ядер нервных 
клеток [28] и ткани печени [42, 43]. 

Под действием дезоксирибонуклеазы хромосомы и клеточные 
ядра теряют вещество, поглощающее ультрафиолетовые лучи 
и окрашиваемое метиловым зеленым или целестиновым голубым, 
и теряют способность окрашиваться по Фёльгену [8]. Дезоксири- 
бонуклеаза действует только на фиксированные препараты, но 
не на ядра свежей ткани [44]. 


Гистохимические методы в сочетании 
с ультрафиолетовой микрофотографией 


Обычно метод Браше (рибонуклеазную пробу) применяют 
в сочетании с окрашиванием ткани основными красками. Но этот 
метод с равным успехом можно использовать и в сочетании с мик- 
рофотографией [33]. Таким путем можно убедиться в том, что 
инкубирование ткани с рибонуклеазой приводит к удалению из 
цитоплазматических гранул клеток печени какого-то вещества, 
по-видимому РНК, поглощающего ультрафиолетовые лучи. 


Другие методы удаления нуклеиновых 
киелот 


Для удаления РНК из тканевых срезов Поллистер и Рис [236] 
употребляют не рибонуклеазу, а 0,3 М раствор трихлоруксусной 
кислоты, в котором срезы выдерживаются при температуре 90° 
в течение 15 мин. Этот способ воздействия, основанный на анали- 
тическом методе Шнейдера (стр. 100), не нарушает целостность 
клеточных структур в тканевых срезах или цитологических пре- 
паратах. Фотометрически ‚определяют поглощение изучаемой 
структуры в лучах с длиной волны 254 ммк. Затем нуклеиновую 
кислоту удаляют горячей трихлоруксусной кислотой, после чего 
вновь измеряют поглощение. Разность в величинах поглощения 
соответствует поглощению, обусловленному присутствием нуклеи- 
новой кислоты. Это позволяет рассчитать количество нуклеиновой 
кислоты. Удаление РНК из гистологических препаратов может 
быть достигнуто также обработкой их холодной хлорной кислотой 
[44—46], 0,1 н. раствором КОН [47] или горячей 1 н. НС! [48]. 

Цитохимическим 'методам определения нуклеиновых кислот 
посвящен ряд обзоров [3, 4, 39, 49—54]. 
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Количественная цитофотометрия 


Для определения ничтожных количеств нуклеиновых кислот 
в тканях может быть использована ультрафиолетовая спектро- 
фотометрия. Однако, прежде чем перейти к рассмотрению этого 
метода, уместно остановиться на более общей проблеме количест- 
венной микроспектрофотометрии [52]. 

Основной принцин работы микроспектрофотометра схематиче- 
<ски изображен на фиг. 45. Если используется видимый свет, то 

Увеличенное изображение 


клетки в плоскости 
диафрагмы фотоэлемента 


Измерение 
фототока 


Монохрометор Микроскоп 


1 
| 
| 

Источник ‘ 
и Клетка ` 


Фиг. 45. Принцип действия фотоэлектрического микроспектрофотометра [53]. 
иг. 45. 
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Прямые фотоэлектрические измерения можно заменить фото- 
графированием препарата в видимых или ультрафиолетовых 
лучах. О концентрации исследуемого клеточного компонента 
можно при этом судить по плотности изображения на фото- 
графической пластинке, измеряемой фотоэлектрическим денси- 
тометром. 

Зеркальный микроскоп имеет ряд преимуществ по сравнению 
с обычными зеркальными приборами, применяющимися при микро- 
спектрофотометрии, поскольку он может быть использован при 
свете любой длины волны [54, 55]. 

Микроспектрофотометрию в видимом свете широко исполь- 
зовали Мирский [56], а также Поллистер с сотрудниками [16, 
57—59]. При помощи этого метода им удавалось, например, изме- 
рять количество ДНК в отдельном клеточном ядре, окрашенном 
по Фёльгену (стр. 447). Применение микроспектрофотометрии 
в цитологии значительно облегчается использованием таких 


приборов, как самопишущий микроспектрофотометр и интегри- 
рующий микроденситометр [60—62]. 


Ультрафиолетовая цитофотометрия 


Принципы количественной цитофотометрии могут быть исполь- 
зованы и при облучении объекта ультрафиолетом. В этом случае 
применяется кварцевый или зеркальный микроскоп. Если по 
поглощению ультрафиолетовых лучей определяют количество 
нуклеиновых кислот в данном участке клетки, то предваритель- 
ного окрашивания пробы не проводят. 

Метод количественной цитофотометрии был разработан и усо- 
вершенствован Касперсоном и его сотрудниками в Стокгольме 
[53, 63—66]. Аппаратура, применявшаяся этими исследовате- 
лями, чрезвычайно сложна. Для ознакомления с деталями ее 
конструкции следует обратиться к оригинальным работам. 

} Предложенный Касперсоном прибор позволяет измерять общее 
количество материала, поглощающего в ультрафиолете, но он не 
дает возможности отличать друг от друга свободные пуриновые 
или пиримидиновые основания, нуклеозиды, нуклеотиды и поли- 
нуклеотиды. Не удается также провести различия между РНК 
и ДНК, так как оба вещества поглощают ультрафиолетовые лучи 
в равной мере. Поэтому Касперсон и его сотрудники для разграни- 
чения между РНК и ДНК применяют абсорбционный метод в соче- 
тании с окрашиванием по Фёльгену (стр. 117). 

Ультрафиолетовой спектрофотометрии посвящено несколько 
обзоров [3, 4, 66—69]. Метод применялся для измерения количе- 
ства РНК в нервной ткани [74] и ДНК в клеточных ядрах 
[70—73]. 
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Инфракрасная спектрофотометрия 


Как указыва 
ё ан моло лось выше, спектр поглощения РНК и ДНК 
тров поглоще овой области идентичен. Что же касается их спек- 
щения в инфракрасной области, то они имеют характер- 


ные различия [75, 76, 237]. О 
. Однако этот факт не = 
нибудь широко использован. з а 


Цитохимия 


Как уже отмечалось в гл. [, нуклеиновые кислоты были откры- 
ты при изучении химического состава клеточного ядра. Пред- 
ставление о том, что нуклеиновые кислоты в основном являются 
компонентами ядра, так или иначе признавалось до тридцатых 
годов. Впервые оно было серьезно поколеблено в 1938 г., когда 
Беренсу при помощи сложных и трудоемких методов удалось 
разделить растительные ткани на ядерную и цитоплазматическую 
фракции и показать, что последняя содержит значительное коли- 
чество РНК. Оно было окончательно опровергнуто результатами, 
полученными при помощи только что описанных гистохимиче- 
ских методов. В 1938 г. Касперсон и Шульц [77] показали, что 
цитоплазма некоторых быстро размножающихся клеток богата 
веществом, интенсивно поглощающим в ультрафиолете и дающим 
характерную для нуклеиновых кислот кривую поглощения. На 
основании того, что это вещество не окрашивается по Фёльгену, 
оно было идентифицировано как РНК. При помощи гистохимиче- 
ской рибонуклеазной пробы было подтверждено наличие РНК 
в цитоплазме. Окончательно вопрос был решен путем выделения 
РНК из цитоплазматической фракции, свободной от следов ядер- 


ного материала. 


Основные сведения из области цитологии 


ие биохимии РНК большое влияние 
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ряд палочковидных структур — митохондрий. Если подобрать 
подходящий фиксатор, то митохондрии удается обнаружить и на 
фиксированных препаратах, используя специальные методы окра- 
шивания, например метод Альтмана. Легко обнаруживаемые 
в живой клетке при помощи соответствующих методов митохон- 
дрии становятся незаметными после обработки ткани любым из 


обычно применяемых гистологических фиксаторов, например фор- 
малином. 


Фиг. 46. Схематическое изображение типичной животной клетки. 
1 — ядрышко; 2 — пора; 3 — митохондрия; 4 — рибосомы; 5 — клеточная 
мембрана; 6 — эндоплазматическая сеть; 7 — лизосома; 8 — пузырьки; 
9 — секреторная гранула; 10 — ядро. 


Цитоплазма некоторых клеток, например клеток поджелудоч- 
ной железы, содержит также более или менее сферические секре- 
торные гранулы, число которых изменяется с изменением секре- 
торной активности клетки. В цитоплазме можно различить также 
вакуоли и капельки жира. Клетки печени содержат гранулы 
гликогена. 

На тканевых срезах, фиксированных и окрашенных обычными 
методами, в цитоплазме часто можно наблюдать включения базо- 
фильного материала [78]. Предполагается, что они представляют 
собой эндоплазматическую сеть и рибосомы (см. ниже), коагули- 
рованные фиксатором. 

Значительно подробнее строение клетки было изучено при 
помощи новейшего метода электронной микроскопии [79—84]. 
Но алектронных микрофотографиях (3 и 4) митохондрии (разме- 
ром 0,5 мк — 5 мкх 0,3—0,7 мк) имеют овальные очертания. 
Каждая митохондрия имеет наружную и внутреннюю мембраны 
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толщиной около 5 
т" ржет "Внутренняя мембрана образует ряд вия- 
крист 
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ежей ия интересных компонентов цитоплазмы 
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Фото 3. Электронная микрофотография среза части клетки печени. Я — 
ЭС — эндоплазматическая сеть, 


ядро, Ядр — ядрышко, М — митохондрии, 2 
а КМ — иеточная мембрана. Х 10 000 (Уайберн и Даусон). 


сложный комплекс трубочек и пузырьков, названный Портером 
[79] эндоплазматимческой сетью (фото 4). Эта сеть образована 
мембраной толщиной около 5 ммк, отделяющей содержимое тру- 
бочек и пузырьков от основного вещества цитоплазмы. Это при- 
дает эндоплазматической сети в целом характер тонко разветвлен- 
ной системы вакуолей, которая была признана идентичной базо- 
фильному или хромофильному компоненту (эргастоплазмой) цито- 
плазмы. Создается впечатление, что трубочки эндоплазматической 
сети образуют серию канальцев, которые, по мнению рада т 
ученых, тянутся от поверхности клетки к ядру (фиг. 46) [85, 86]. 
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Плотный участок эндоплазматической сети связан с з0но й Го. мьджи, 
а также с уентросомой и центриолями. 

Применение электронного микроскопа то возможность тща- 
] тельно изучить строение эндоплазматическойи сети на очень тонких 


Фото 4. Справа: электронная микрофотография митохондрии (из поджелу- 
ЦИ дочной железы голубя) с двойной мембраной и внутренними кристами. Слева: 
И электронная микрофотография эндоплазматической сети в поджелудочной 
| железо кролика. Хорошо видны темные частицы на наружной поверхности, 
| ограничивающей ме 


мбраны. х 40 000. 

срезах клеток печени. Палад и Сикевиц [235] показали, что эле- 

ПИ менты этой сети имеют на срезах округлую, овальную и удлинен- 

| | ную форму и что малый диаметр их варьирует от 40 до 150 мик. 
| 


‚› имеют окр 


орму, чт 
форму, что соответствует пузырькам и изогнутым трубочкам, обра- 


ную сеть. Элементы, образованные шеро- 


5 к наружной поверхности 
небольших округлых частиц (диаметром 10—20 ммк), имеющих 


на электронной микрофотографии вид темных точек (фиг. 46). 
Эти частицы представляют собой рибосомы (стр. 133). Они обна- 
ружены также в свободном виде в цитоплазме, особенно в быстро 
делящихся клетках, встречаются в ядре и даже в митохондриях 
[245]. Рибосомы найдены как в бактериальных и растительных 
клетках, так и в клетках млекопитающих. 

Тонкая структура клетки описана в многочисленных обзорах 


[82, 85—90]. 
Бактериальная клетка 


Морфологические различия между микроорганизмами настоль- 
ко велики, что их строение может быть описано только в самых 
общих чертах. Однако на примере обычной палочковидной бакте- 
риальной клетки можно рассмотреть основные особенности строе- 
ния микроорганизмов (фиг. 47). Бактериальная клетка состоит 


е изображение строения бактериальной клетки. : 
2 — ядерный материал; 3 — клеточная стенка; 
4 — цитоплазма. 


Фиг. 47. Схематическо 
1 — клеточная мембрана; 


который включает ядро и. цитоплазму, окружен- 
плазматической мембраной. Мембрана эта в свою 

зана с твердой клеточной стенкой ыы 
ых бактерий клеточная стенка окружена более 


из протопласта, 
ную тонкой цито 
очередь тесно свя 
формы. У некотор 
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ыы 


,_ о 
широкой капсулой, состоящей обычно из сложных полисахару. 
дов. Цитоплазма содержит различного типа гранулы. Некоторые 
из них представляют собой запасные питательные вещества, одна. 
ко наиболее важные и многочисленные цитоплазматические час. 
тицы — это бактериальные рибосомы. В бактериальном ядре, 
наличие которого в течение многих лет оспаривалось, основным 
тенетическим материалом является, конечно, ДНК. 

Полное описание морфологии бактерий можно найти в обычных 


учебниках по микробиологии [94, 92]. 


Разделение цитоплазматических 
компонентов 


Состав клеточных компонентов можно изучать 11 зи при 
помощи уже описанных изящных спектрофотометрических мето- 
дов. Однако с химической точки зрения наиболее полные данные 
были получены при изучении отдельных клеточных компонентов, 
выделенных путем дифференциального центрифугирования содер- 
жимого клеток, измельченных в подходящей среде. 

Первые классические опыты по разделению субклеточных фрак- 
ций были осуществлены Бенсли [93] и Клодом [94—96]. Разрушен- 
ную в солевом растворе ткань печени они разделили на ядерную 
фракцию, фракцию крупных гранул, включающих митохондрии, 
фракцию мелких гранул, названных Клодом микросомами, и надо- 
садочную фракцию, свободную от седиментирующего материала. 

Фракционирование клеток в солевом растворе осложняется 
тенденцией гранул образовывать скопления и осаждаться в виде 
комков, а не в виде отдельных частиц. Это нежелательное явление 
можно предотвратить, измельчая клетки в 0,88 М растворе сахаро- 
зы, в котором митохондрии сохраняют палочковидное строение 
и способность к суправитальному окрашиванию янусом зеленым В. 
Однако при указанной концентрации сахарозы среда становится 
настолько вязкой и плотной, что для осаждения субклеточных 
фракций приходится использовать чрезвычайно высокие скорости 
центрифугирования. Поэтому в современных исследованиях 
в качестве среды для измельчения клеток используют 0,25 М 
раствор сахарозы, в котором не происходит агрегации гранул 
и легко выделяется фракция митохондрий. Последние при этом 
обладают теми же биохимическими свойствами, что и митохонд- 
рии, получаемые в 0,88 М растворе сахарозы, хотя они уже не 
окрашиваются янусом зеленым В и имеют скорее шаровидную, 
а не удлиненную форму. При разделении путем дифференциаль- 
ного центрифугирования субклеточных фракций из гомогената 
в 0,25 М растворе сахарозы, полученного в томогенизаторе Пот- 
тера — Эльвейема, удаление ядер и клеточных обломков, включая 
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Выделяемые подобным способом микросомы (диаметр 16— 
150 ммк) настолько малы, что они не видны в световом микроско- 
пе, и первоначально эти частицы были лишь «цитохимическим 
понятием, которое нельзя было отождествить с каким-либо опре- 
деленным компонентом интактной клетки». Палад и Сикевиц 
[235], изучавшие срезы микросом из ткани печени при помощи 
электронного микроскопа, обнаружили, что преобладающий 
структурный элемент этих частиц представлен ограниченными 
мембранами образованиями. Последние напоминают соответст- 
вующие структуры эндоплазматической сети, наблюдаемые на 
срезах интактной клетки печени. При изучении этих образований 
в трех измерениях оказалось, что они представляют собой тру- 
бочки или пузырьки. Поверхность этих образований может быть 
и гладкой, однако у большинства из них на поверхности распо- 
ложены мелкие плотные частицы, сходные с теми, которые видны 
на электронных микрофотографиях целой клетки (стр. 129). 
Следовательно, микросомы — это не артефакт, вызванный гомоге- 
низацией ткани, а фрагменты эндоплазматической сети. Они пред- 
ставляют собой цитоплазматические структуры, существование 
которых в интактной клетке доказано. 

Обработка суспензии микросом дезоксихолатом натрия приво- 
дит к их разрушению. При этом из мембранного компонента 
образуются, во-первых, неседиментирующий материал, ря 
щий большую часть белка и почти все фосфолипиды, авт, 
и ферменты, и, во-вторых, фракция маи 

100 000 =. Последняя содержит почти 20% белка и едва л 

и " (эта РНК в сущности составляет основную. 

не всю РНК кант Эти мельчайшие частицы (которые необ- 

чволр НБ ПртоНи от собственно микросом), содержащие 

ходимо строго отличать белка [105—108, 224} 
авные количества РНК и белка , , 

приблизительно р ки изолированными „рибосомами. 

и являются фактичес ИО ыделения цитоплазматических 
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компояеное ыи+ г ериальные клетки также содержат рибонук- 
иметь в виду, что бактер которые могут быть изолированы при 
леопротеидные гранулы, ры ирования [220]. 
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Полученную в результате разрушения клеток смесь внутри- 
клеточных компонентов можно разделить на фракции с различ- 
ным удельным весом при помощи центри фугирования в градиенте 
плотности. Метод этот состоит в следующем. Полученную смесь 
центрифугируют в среде с подходящим градиентом плотности 
до тех пор, пока каждая фракция не образует слой на уровне, 
соответствующем ее собственной плотности [100, 216—219]. 


Свойства внутриклеточных фракций: 
митохондрии 


Уже в ранней работе Варбурга [225] в 1913 г. было установлено, 
что такие цитоплазматические частицы, как митохондрии, обла- 
дают дыхательной активностью. Однако их первостепенное значе- 
ние в жизни клетки выяснилось только в самое последнее вре- 
мя [84]. 

Благодаря большому относительному объему цитоплазмы 
(отношение объема ядра к объему плазмы составляет примерно 
0,08) клетки паренхимы печени, или гепатоциты, по-видимому, 
больше любых других клеток подходят для изучения субклеточных 
фракций. Поэтому сведения о биохимических функциях этих фрак- 
ций получены в основном в опытах с тканью печени, которая содер- 
жит, конечно, и иные типы клеток. 

Митохондрии, число которых в каждой клетке печени состав- 
ляет около 400, содержат приблизительно 17% всего азота клетки 
и менее 4% всей РНК, сосредоточенной, по крайней мере частич- 
но, во внутримитохондриальных рибосомах. В митохондриях 
обнаружены цитохромоксидаза и другие терминальные оксидазы, 
участвующие в переносе электронов. Характерным свойством 
митохондрий является их способность использовать энергию, 
освобождающуюся при окислении субстрата, для образования 
богатого энергией фосфорного соединения аденозинтрифосфата 
(АТФ). Как очаг окислительного фосфорилирования митохонд- 
рии иногда называют «силовыми станциями клетки». Митохон- 
дрии содержат ДНК. 


Лизосомы 


С митохондриями связаны частицы, названные /изосомами 
[222]. Впервые лизосомы были обнаружены в 1955 г. в клетках 
печени крыс [223], а в настоящее время известно, что они имеются 
в большинстве животных клеток. Особенно богаты лизосомами 
такие клетки, как макрофаги, которым приписывают важней- 
шие функции переваривания. 
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Л 
изосомы (диаметр 200—600 ммк) меньше по размерам, чем 


митохондрии х 

ей Вр их можно отделить при помощи центри- 

о. ры плотности сахарозы [104, 222]. Они слу- 

имен окоактивных гидролитических ферментов, 
уклеазы, дезоксирибонуклеазы, фосфатаз, катеп- 


синов, гликозидаз и сульфатаз 
Рибосомы 


Термин « 
ыы ыы «рибосома» был введен в 1957 г., чтобы провести разли- 
ь ду карпускулярным материалом рибосом и мембранными 
омпонентами клетки [108, 109]. На электронных микрофотогра- 
фиях рибосомы имеют вид темных частиц диаметром 20 ммк. 


$ ми % м9", +М92+ 
ма мае" 
505 305 705 1005 


Фиг. 48. Влияние магния на образование 705- и 1005-рибосом. 


Они состоят наполовину из белка, наполовину из РНК. Рибосо- 
мы найдены в клетках всех типов, причем они могут быть либо 
в свободном виде, либо прикрепленными к эндоплазматической 
сети (стр. 129). Они играют важнейшую роль в процессе белкового 
синтеза (гл. ХПП), в течение которого они присоединяются к цепи 
информационной РНК, образуя комплексы, называемые полисо- 
мами [440] (стр. 280). Свойства и биологическая роль рибосом 
подробно описаны в многочисленных обзорах [403, 108, 109, 
144—444]. 

Особенно интенсивно исследовались рибосомы Е. сой. Однако 
следует иметь в виду, что свойства рибосом, по-видимому, мало 
зависят от источника их получения. 

Клетка Ё. сой содержит рибосомы двух типов — 30$-частицы, 
т. е. частицы © константой седиментации 305 (мол. вес 1.105) 
и 505-частицы, т. ©. частицы с константой седиментации 505 
(мол. вес. 2.10°). Эти два типа частиц легко могут быть разделены 
при помощи ультрацентрифугирования. В присутствии опреде- 
ленной концентрации ионов магния эти ео соединяются 
попарно, образуя 70$-частицы (мол. вес ей мыть магния 
приводит к диссоциации 70$-частиц на 2 и 
(фиг. 48). При повышении концентрации -- две 1 же 
соединяются © образованием 100$-частицы. Частицей, обладаю- 

а й активностью, оказались 70$-час- 
щей в клетке функционально а 
тицы. В клетках млекопитающих он рут. > т 
ных рибосом составляет от 73 до 80$ [446— ь 
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В рибосомах содержится около 80% всей ны клетки. Содер. 
жание РНК в рибосомах варьирует от 40 до 65%, остальное при- 
ходится на долю белка. Рибосомная РНК обладает высоким моле- 
кулярным весом (стр. 54); в рибосомных частицах она находит. 
ся, по-видимому, в виде одной-единственной молекулы. В отличие 
от этого рибосомные белки гетерогенны. 


Клеточный сок 


Клеточный сок, в состав которого входят растворимые белки 
цитоплазмы, содержит около 40% общего азота клетки. Нуклеи- 
новая кислота клеточного сока представлена растворимой РНК, 
или РНК-переносчиком (5-РНК), которая составляет 10—15% 
всей РНК клетки. Эта РНК не осаждается даже при центрифуги- 
ровании при 100 000 ©, но ее можно осадить вместе со значитель- 
ной частью белка, если понизить РН до 5 (так называемая фрак- 
ция «рН5-фермента) (стр. 267). Надосадочная жидкость, которая 
остается после выпадения этого осадка (5.-фракция), содержит 
ничтожные количества РНК и немного белка. 


Цитоплазматическая ДНК 


Обычно считается, что ДНЕ находится только в ядре. Однако 
изредка, в исключительных условиях она встречается и в цито- 
плазме. Например, ДНК или ее производные были обнаружены 
в виде запасного материала в яйце [120—123] и в авидине белка 
куриного яйца [124]. ДНК была найдена в цитоплазме некоторых 
растительных клеток [125, 126], в Атоеба ртофеиз [228] и в фибро- 
бластах зародыша цыпленка, культивируемых {1 Уго в особых 
экспериментальных условиях [427, 133]. ДНК содержат такие 
саморазмножающиеся цитоплазматические частицы, как хлоро- 
пласты листьев шпината [128, 129], Киева [229, 230] и Асе- 
Бата [130], а также каппа-частицы (фактор «убийцы») Рага- 


тесфит [431] (стр. 316). Более того, ДНК обнаружена в мито- 
хондриях [234—234]. 


Клеточное ядро 


Для подробного ознакомления с цитологией клеточного ядра 
читателю следует обратиться к одному из стандартных учебников 
[132—434]. 

Ядро большинства животных клеток представлено округлым 
телом, расположенным в цитоплазме и окруженным двойной мем- 
браной (фиг. 46). На электронной микрофотографии видно, что 
в этой мембране имеются поры [135]. В клетках печени на долю 
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ядра приходится всего 10—18% 

как зобная железа, оно тень в такой же ткани, 

Внутри покояще яет 60% общей массы клетки. 
щегося ядра можно 

округлых ядрышек рассмотреть одно или более 

и сеть сильно базофильно 

Остальная часть го хроматина. 

ыы 6 ядра заполнена слабо окрашивающимся мате- 
в ом, ооразующим ядерный сок. 

процес 
фан В р там деления хорошо различимы несколько 
офи ие первой фазы, или ирофазы, в ядре появляются 

дные структуры, хроматиды, а ядрышко исчезает. Эти 
хроматиды в конечном итоге путем сокращения и скручивания 
ры интенсивно базофильные компактные хромосомы. 
течение этой фазы центросомы, расположенные вне ядра, делят- 
ся на две половины, которые расходятся к противоположным 
сторонам ядра. Ядерная мембрана и ядрышко исчезают, возникает 
структура, называемая веретеном. Она состоит из тонких нитей, 
расходящихся от каждой центросомы к экватору веретенообраз- 
ной фигуры. В течение метафазы хромосомы выстраиваются 
у экватора веретена, и каждая из них делится на две равные 
части, которые на протяжении анафазы расходятся к противопо- 
ложным полюсам веретена. В результате этого процесса каждая 
дочерняя клетка получает тот хромосомный материал, который 
имелся у материнской клетки. В течение последней фазы деления — 
телофазы — образуются новые ядра. При этом из каждой группы 
дочерних хромосом, теряющих свои очертания, формируется 
хроматин нового ядра; одновременно образуются новая ядерная 
мембрана и ядрышко. 

При помощи стандартных цитологических и генетических 
методов можно доказать, что единицы наследственности — ом = 
расположены линейно вдоль хроматидной нити и ме. пе 
переходят к хромосомам. По мере того как помои о нефть 
формируется и становится лучше видимой, все яснее выр 
вается, что она представляет собой цепочку узелков, богатых 

- й клеиновой кислотой, которые разделены 
легко окрашиваемой ну 
енными сегментами, состоящими главным 
менее интенсивно окраш 
В течение телофазы некоторые участки хро- 
образом из белков. ий 
испергируют, превращаясь в неоформленный материал, 
етом ся в виде хорошо заметных интенсивно окрашенных 
ь м рить ее материал называется гетерохроматином; он 060- 
узелков. Такой близи ядрышка, где он образует связанный 
бенно четко выражен в азывается эухро- 
Остальная часть хроматид н. утр 
с ядром. хроматин- 


ь=—-- а т отметить, что сложное представление о тетерохро- 
ледуе получило достаточно точного цитологического 
матине еще не Поэтому применение тер- 


и ув Е оькива ограничивать. 
мина «гетерохромати 
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Изолирование клеточных ядер 


Следует подчеркнуть, что клеточное ядро — структура нь 
гомогенная. Поэтому химический анализ ядерного вещества 
в целом, позволяющий составить общее представление о природе 
и относительном количестве различных компонентов, не Дает 
возможности выяснить распределение этих компонентов между 
отдельными участками ядра, интересующими цитолога. Вопрос 
о распределении внутри ядра различных соединений можно раз- 
решить только совместными исследованиями химиков и цитоло- 
гов в области цитохимии. 

Первоначально ядра выделяли из ядросодержащих эритро- 
цитов путем гемолиза водой [137], замораживанием и оттаива- 
нием [225], лизолецитином [139], тиротрицином [140] и, что наи- 
более удобно, сапонином [141]. 

Из других тканей ядра иногда выделяют следующим образом: 
хорошо размельченную ткань обрабатывают слабой кислотой, 
например лимонной, затем подвергают дифференциальному цен- 
трифугированию и осадок промывают очень разбавленной кисло- 
той (фото 2). Напомним, что Мишер изолировал ядра из клеток 


кислот и липидов бывают завышенными. Ядра же, изолированные 


стве случаев для получения изолированных ядер, свободных от 
цитоплазматических остатков, применяют повторное промыва- 
ние ядерной фракции разбавленным раствором хлористого нат- 
рия или лимонной кислоты. Не удивительно поэтому, что, как 
показали Мирский и его сотрудники [224], химическое определе- 
ние белка всей массы изолированных таким путем ядер дает зна- 
чительно более низкие величины, чем анализ ядер, выделенных 
в безводной среде. Впервые выделение ядер в безводной среде 
было осуществлено Беренсом [445]. Измельченную и лиофили- 
зированную ткань подвергали седиментации в колонках с гра- 
диентом плотности органических растворителей. В дальнейшем 
этот метод был модифицирован и улучшен [144—147]. Преимуще- 


разом: 
лотой, 
у цен- 
КиСлО- 
клеток 
лотой. 
слоты, 
грским 
одроб- 
г ядра 
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в растворах сахарозы. Обы 


и Питермана [148]; в этом 
сахарозы, содержащий 0,0018, с сы 0,25 М раствор 


ции ткани в 0,32 М растворе са- 
ИЕН Бе М&С1ь, и дальнейшей очистки ядерной 
Нек ны р ре сахарозы, содержащем 1 мМ М2С4.. 
рных препаратов оценивается на основании сле- 
дующих критериев: 1) морфологические особенности при наблю- 
дении в обычном световом микроскопе, фазово-контрастном мик- 
роскопе и электронном микроскопе; 2) наличие таких ферментов, 
как НАД-пирофосфорилаза (К. Ф., 2.7.7.1), которые встречаются 
исключительно в ядрах; 3) отсутствие цитоплазматических фер- 
ментов, например цитохромоксидазы (К. Ф., 1.9.3.4) или глюкозо- 
6-фосфатазы (К. Ф., 3.1.3.9). 

Этим критериям отвечают препараты ядер, полученные быстры- 
ми и простыми методами, включающими использование детерген- 
тов, например тритона Х-100 (член октилфеноксиэтанольного ряда) 
[454] или Твина-80 (монолеат поликсиэтилен-сорбитана) [155]. 

Метаболически активные ядра могут быть получены также 
путем градиентного центрифугирования в растворах сахарозы, 
декстрана [456] или фиколля (высокомолекулярный полимер 
сахарозы) [157]. 

Методам выделения ядер посвящено несколько обзоров [104, 
143, 150, 154]. Даже в самых чистых, по данным обычной микро- 
скопии, препаратах ядер при наблюдении в электронном микро- 
скопе можно обнаружить остатки цитоплазмы (152). 


Химический состав клеточных ядер 


В состав клеточных ядер входят следующие основные компо- 


ненты: 
а) дезоксирибонуклеиновая кислота рн 
6) основные белки — протамины или ги = 
в) более сложные белки, в том числе фермент проно четиноит 
г) рибонуклеиновая кислота (рибонуклеиновая 


точного ядра, и-РНК); 
д) липиды; 


нения фосфора [158]; 
-. те иене элементы, в том числе К, Са и Мя [159]. 
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Первые химические анализы ядер были произведены Мишером, 
использовавшим для этой цели ядра клеток гноя и головки спер- 
матозоидов лосося. По мнению Стедманов [160], при изучении 
большинства работ Мишера, опубликованных после его смерти 
Шмидебергом, создается впечатление, что головка спермато- 
зоида лосося состоит на 96% из нуклеата протамина, а осталь- 
ные 4% приходятся частично на долю неорганических соедине- 
ний. Правда, в ранних работах Мишер указывал, что головки 
сперматозоидов лосося содержат и другие вещества, помимо 
нуклеиновой кислоты и протамина. Тем не менее его данные сви- 
детельствуют о том, что клеточное ядро в основном состоит из 
нуклеопротаминов или нуклеогистонов. Однако в 1942 г. Майер 
и Гулик [161] обнаружили в клеточном ядре белки, не относящие- 
ся ни к протаминам, ни к гистонам. Касперсон и его сотрудники 
на основании фотометрического изучения ядер в ультрафиолете 
пришли к заключению, что ядро содержит не только ДНК и основ- 
ные белки типа гистонов, но и более сложные белки типа глобу- 
линов, а также небольшое количество РНК [462]. 

Следовательно, химический состав клеточного ядра гораздо 
сложнее, чем это предполагалось вначале. Так, в ядрах содер- 
жатся жиры, которые могут составлять до 10% их сухого веса, 


а также ферменты, например НАД-пирофосфорилаза, относящая- 
ся, несомненно, к более сложным белкам, чем гистоны. 


Протамины и гистоны 


Уже давно было установлено, чт 
простые основные белки типа гистонов и протаминов с низким 
молекулярным весом порядка 2000. Протамины — это простые 
основные белки, богатые аргинином и не содержащие тирозина 
и триптофана. 

Строение гистонов несколько сложнее: 
тирозин, но триптофан содержится в неб 
или отсутствует. Поэтому указанные осн 


о клеточные ядра содержат 


в их состав входит 
ольших количествах 
овные белки можно 


тельную реакцию, а протамины — отрица 
Протамины [163] обнаружены 
лосося и сельди; у некоторых рыб о 
трески содержит гистон. Гистоны об 
тических клеток, составляя от 3% 
в эритроцитах птиц [464]. 
Встречаются гистоны двух типов — богатые 
тые лизином [465—172]. В зобной железе т 
между первыми и вторыми составлят 9:14. 
состав гистонов этой ткани приведен в табл. 12. 


тельную. 

в головках сперматозоидов 
ни отсутствуют. Так, сперма 
ычно находятся в ядрах сома- 
в некоторых опухолях до 24% 


аргинином и бога- 
еленка отношение 
Аминокислотный 
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Аминокиелотный Таблица 12 
ный состав гистонных фракций из зобной железы теленка 


Содержание азота, % * 


Аминокислота 
богатая лизином | богатая аргинином 
фракция А фракция Б 


Аспарагиновая кислота 
Глутаминовая кислота 
Глицин 
Аланин 1 
Валин 
Лейцин 
Изолейцин 
Серин 
Треонин 
Цистин 
Метионин 
Пролин 
Фенилаланин 
Тирозин 
Гистидин 
“Лизин 
Аргинин 


5 > © © © < 1 = 


> со 1 => <> бл @ ^^ 


>=) 


© 52 > 
хо 


> 


ЗО <> <=) 
мою Я юь о -1 > 00 ©: 1-2 > м 


62 > 
ЖЯ <> в + > © © 5 6 2 бл > +1 52 > 


* Содержание азота во Фракциях выражено в процентах от общего содержа- 
ния азота. 


о оыдатеый И ВИНА 


Нуклеопротамины и нуклеогиетоны 


В клеточных ядрах головок сперматозоидов большая часть 
ДНК, заряженной, конечно, отрицательно, структурно ыы 
электростатическими силами с положительно заряженн атлет 
тонами и протаминами [473]. На основании результатов р ре 
структурного анализа нуклеопротаминов было реник ы т ы 
положение, что протаминная пентидная цепь р ет рее че 
малого желобка двойной спирали ДНК ( =) ) =. рыелой. 
жительно заряженные концы аргининных ый < р ме 
живаются электростатическими силами отрицате р 


173. 471, 4781. 
фосфатных групи НК 1173, Г, ь неясна. Имеются, однако, 
Функция основных ядерных белко она двойной спирали 


данные в пользу Того, что гистоны в жело 


ового синтеза, пре- 
оцессах регуляции белков ‚ 
ствуют в ПР е НК 
ДНК уча пции определенных сегментов цепи д 2 


и регулируют синтез сока орет Оооо рф 


вопроса мы вернемся на стр. 287. 
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Нуклеопротеиды клеточного ядра, нерастворимые в 0,14 | 
МаС1, растворяются в более концентрированных растворах [144] 
Гомогенизированную ткань, например селезенки или печени 
прежде всего тщательно промывают в 0,14 М растворе хлористого 
натрия для удаления цитоплазматического материала. При раз. 
мешивании полученного таким путем остатка в молярном растворе 
хлористого натрия ядерный материал растворяется с образова. 
нием вязкого раствора нуклеопротеида. Затем этот раствор раз. 
бавляют, вливая его в шестикратное по объему количество воды, 
что приводит к осаждению комплекса в виде нитевидного мате- 
риала, легко наматывающегося при помешивании на палочку. 
Выпавший в осадок материал состоит из трех основных компо. 
нентов — нуклеиновой кислоты (главным образом ДНК), гистона 
и негистонного белка. Для разделения этих компонентов осадок 
встряхивают в смеси 1 М хлористого натрия с хлороформом. 
содержащим немного октанола (стр. 63). Центрифугирование 
смеси приводит к отделению водного раствора нуклеиновой кис- 
лоты в виде верхнего слоя. Белок, образующий гель на поверхно- 
сти раздела хлороформ — вода, можно удалить, промыть спиртом 
и высушить. Из этого смешанного белка гистон можно выделить 
экстракцией разбавленной кислотой; остающийся после этого негис- 
тонный белок содержит триптофан. 

По мнению Поллистера [479], при использовании обычных 
методов выделения ядер происходит значительная потеря белка, 
поскольку содержание белка, определяемое количественными 
спектрофотометрическими методами, значительно выше, чем в изо- 
лированных ядрах [146]. Поллистер считает, что ядро клетки 
печени млекопитающих в состоянии интерфазы содержит 9% 
ДНК, 1% РНК, 14% гистона, 14% остаточного белка (стр. 143) 
и 65% других негистонных белков. 

Ядерным белкам посвящены многочисленные обзоры [177, 


178, 180, 181]. Роль ядра в биосинтезе белка обсуждается в гл. ХИ 
(стр. 287). 


РНК клеточного ядра 


Судя по результатам ранних определений пентозы, произведен- 
ных Браше [182], а затем Дэвидсоном и Уэймаусом [183], в ядрах 
некоторых тканей по крайней мере 10% нуклеиновых кислот 
представлено РНК. Результаты гистохимического исследования 
подтвердили это наблюдение. Оказалось, что хроматин, окраши- 
вающийся красителем Унна — Панпенгейма в синий цвет, после 
обработки рибонуклеазой окрашивается этой смесью в зеленый. 
Следовательно, ферментом разрушается пиронинофильный ком- 
понент. РНК обнаружена и в ядрышке, и в хромосомах. 


угированиь 
ИНОвОЙ КИС- 
а поверхно- 
ЫТЬ спиртом 
о Выделить 
этого негис- 


и обычных 
геря белка, 
ественным! 
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Количество РНК в клеточном ядре 
рует в зависимости от типа яд 
ляет около 1, общего содер 
В ядрах зобной железы содер 


(и-РНК) значительно варьи- 
тра. В печени крысы и-РНК состав- 
жания нуклеиновых кислот ядра. 
жится значительно меньше и-РНК, 


ность 
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Фиг. 49. Включение РЗ? ш \1уо в ядерную РНК (1), цитоплазматическую 
РНК (11) и ДНК (111) почек кролика через различные промежутки времени 
после введения изотопа. 


а в ядрах некоторых опухолей сравнительно много [15$]. Гието- 
химически показано, что -РНК локализована в ядрышке и в хро- 
мосомах. 

Ядерная РНК отличается высокой метаболической активностью 
[184, 185]. Впервые это было обнаружено Бергстрандом и сотруд- 
никами [186] в опытах © №-глицином. В дальнейшем многочислен- 
ные данные других авторов подтвердили, что включение меченых 
предшественников в молекулу п-РНК происходит значительно 
быстрее, чем в РНК любой цитоплазматической фракции: На 
фиг. 49 приведен график, иллюстрирующий включение Р?3* в раз- 
ные фракции РНК почек. Подобные результаты были получены 
в опытах с включением в РНК других предшественников, напри- 
мер С-формиата, СМ-аденина, М№?-глицина, СИ-глицина, С-оро- 
товой кислоты, как в нормальных тканях, так и в опухолях [184, 
187—194]. Высокая метаболическая активность п-РНК (в ядрыш- 
ке) была установлена также радиоавтографически [195]. 

Клеточное ядро содержит по меньшеи мере три типа РНК [226], 

имеет, несомненно, информа- 


х наибольшее значение 
ВЕК, Подробно ее роль будет рассмотрена в гл. ХИ. 
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Ядрышко 


В покоящемся ядре большая часть и-РНК сосредоточена 
в ядрышке, что особенно хорошо заметно в тех клетках, где интен- 
сивная базофилия цитоплазмы свидетельствует о высоком содер- 
жании РНК. Ядрышко дает обычно отрицательную реакцию 
Фёльгена, за исключением, может быть, периферических участ- 
ков, прилегающих к хроматину, связанному с ядрышком. Цен- 
тральная часть ядрышка обладает четко выраженным сродством 
к основным красителям и способностью поглощать ультрафиоле- 
товые лучи с длиной волны 257 ммк. Оба эти свойства исчезают 
после действия рибонуклеазы [196]. По-видимому, центральная 
часть ядрышка состоит из рибонуклеопротеида, окруженного 
дезоксирибонуклеиновой оболочкой [197]. В ядрышках раститель- 
ных клеток обнаружена ДНК [193]. 

Ядрышки были изолированы в большом количестве из овоци- 
тов морской звезды [199] и из ядер печени крыс, разрушенных 
ультразвуком [200, 226]. Установлено, что первые содержат 
только РНК, вторые — больше ДНК, чем РНК. 

Биологическая функция ядрышек еще далеко не выяснена, хотя 
она и служит предметом интенсивного изучения и темой многочис- 
ленных обзоров [201—205, 227]. Существует предположение, что 


ядрышко принимает участие в образовании и сохранении РНК 
рибосом [204, 206]. 


Хромосомы 


Диаметр двойной спирали ДНК составляет около 2 ммк; диа- 
метр же самых тонких хромосомных нитей, видимых в обычный 
световой микроскоп, составляет от 100 до 200 ммк. Следовательно, 
такие нити должны содержать либо большое число тяжей ДНК; 
организованных в сложную нуклеопротеидную структуру, либо 
одну длинную спираль ДНК, закрученную в сложный клубок 
[181]. Даже нити хромосом типа ламповых щеток из овоцитов 
амфибий имеют диаметр около 20 ммк, т. е. они значительно 
шире, чем двойная спираль ДНК. Каким образом спирали ДНК 
изгибаются или закручиваются в хромосомных нитях, оконча- 
тельно еще не установлено, хотя уже и имеются ценные сведения 
об ультраструктуре хромосом, полученные при помощи электрон- 
ного микроскопа [83, 243, 244]. 

Для изучения химического состава хромосом Браше [207] 
пользовался гистохимическими методами, представители школы 
Касперсона учитывали интенсивность, погдодонная БВОМОВОМани 
ультрафиолетовых лучей, а Мирский и Рио | ы и Агаля 
химическому анализу изолированные хромосомы. Мирский и Рис 
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разрушали ядра длительным выдерживанием в смесителе Уорин- 
га или пропусканием через коллоидную мельницу. Освобожден- 
ные таким образом нити хроматина, по мнению этих авторов, мор- 
фологически идентичны хромосомам [209, 240], однако некоторые 
исследователи возражают против этого утверждения [244]. При 
помощи указанной методики были получены «изолированные хро- 
мосомы» из эритроцитов рыбы и домашней птицы, а также из 
зобной железы и печени в количестве, достаточном для химического 
анализа. 

Если полученные таким образом хромосомы лимфоцитов 
поместить в нейтральный 1 М раствор хлористого натрия, то они 
диспергируют с образованием очень вязкой взвеси. Центрифугиро- 
вание последней в течение 1—2 час со скоростью 18 000— 
19 000 об/мин приводит к появлению плотного осадка и слегка 
опалесцирующей, очень вязкой надосадочной жидкости. В над- 
осадочной жидкости содержится большое количество нуклеогис- 
тона, составляющего 90—92% хромосомной массы [208]. Нуклеи- 
новая кислота в нуклеогистоне представлена почти целиком ДНК. 
При вливании вязкого раствора нуклеогистона в шестикратное 
по объему количество воды образуется волокнистый осадок, 
содержащий 45% ДНК и 55% гистона. 

Нерастворимый в 1 М растворе хлористого натрия осадок 
при рассмотрении в микроскоп имеет вид множества скрученных 
нитей, сходных с хромосомами, но более мелких. Эти нити, назван- 
ные Мирским и Рисом [208] «остаточными хромосомами», состав- 
ляют 8—40% массы исходных хромосом. В продольном направле- 
нии они дифференцированы на более широкие участки компактно 
скрученного гетерохроматина и зоны более свободно скрученного 
эухроматина. Нуклеиновая кислота остаточных хромосом состав- 
ляет всего лишь около 4% общего ее количества в хромосомах 
и представлена главным образом РНК. ей Я к 

точных хромосома зьНО ИТ в пределах 7,5—14%, 
Еы бе 

Эф мые "исходные хромосомы ‘дают интенсивную р 

цию Фёльгена, остаточные хромосомы окрашиваются лишь 
ку большая часть дезоксирибонуклеиновой кислоты 
К Доовори клеогистона. Исходные хромосомы 
перешла в раствор в виде ну у 
онина и метилового зеленого в пурпу 
окрашиваются смесью пир сомы — в красный, что 
рово-синий цвет, & и и в этих образованиях 
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белку негистонного типа, описанному ранее Мирским и Полли. 
стером [444]. 

Относительное содержание в хромосомах различных компо- 
нентов варьирует в зависимости от источника их получения. 
Так, в эритроцитах рыбы остаточные хромосомы составляют 
лишь 5% всех хромосом, а в клетках печени — 40—50%. В хро- 
мосомах печени содержится всего 45% нуклеогистона, тогда как 
хромосомы лимфоцитов на 90% состоят из него. Относительное 
содержание нуклеиновой кислоты, представленной РНК, состав- 
ляет 12% в хромосомах печени, 3% в хромосомах зобной железы 
и 0,15% в хромосомах спермы форели [208]. 

Содержание остаточного белка в хромосомах составляет 4% 
У эритроцитов карпа, 8,5 % у зобной железы теленка, 39% у пече- 
ни теленка, 33% у почек теленка и 29% у поджелудочной железы 
быка [209]. 

В собственно клеточном соке, полученном из овоцитов амфи- 
бий методом микропрепаровки, не обнаружено нуклеиновых 
кислот в количествах, доступных определению. 

Содержание ДНК в ядреи изменения, происходящие в течение 
митотического процесса, рассматриваются в гл. ХГУ. 
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ь 3. 
[95 
я Введение 
‚ Сложность 
строения и хими 
- х ческого и Й 
т дмниеенй ха, ходит состава высших растений 
енот ера яет изучение их нуклеиновых кислот 
гчае 
м речное. тся при работе с вирусами, строение 
: проще — вирус состоит в сущности из 


поли ‹ 

ес: и РНК или ДНК, находящегося внутри 
олочки, которая определяет и 
ммун. - 
скую специфичность вируса. . чье 
а: Данные о химическом составе вирусов можно найти в много- 
ее. обзорах [1 —6, 20, 43, 48, 67, 15, 151. 

ак видно из табл. 13, содержание нуклеиновой кислоты 


В! 5 
' в некоторых из обычных вирусов варьирует в широких пределах — 
т р Таблица 13 
1. А» Содержание нуклеиновых кислот в вирусах 
(данные разных авторов) 
АС{а, 
960. Вирус фо: бЫ няль 4 
о Гриипа 4 = 
е Лошадиного энцефаломиелита 4 = 
| Табачной мозаики 5 — 
$0. Мозаики люцерны 15 реа 
т Кустистой карликовости то- 47 — 
$10” мата 
А Крапчатости бобов обыкновен- 18 = 
;0 т ных 
уе" Некроза табака 18 — 
Полиомиелита 30 -- 
Бактериофага м52 31 — 
Желтой мозаики турнепса 35 — 
Кольцевой пятнистости табака 40 — 
Осповакцины — 6 
Папилломы Шопа — 9 
Герпеса простого ея 10 
Полиэдроза непарного шелко- — 18 
— 44 


пряда 
Бактериофага Т2 
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от 1 до 50%. В то время как растительные вирусы содержат исклю. 
чительно РНК, в состав вирусов животных и бактерий (бактерио- 
фагов) входит либо РНК, либо ДНК. 


Вирусы растений 


Наши знания о нуклеиновых кислотах вирусов первоначально 
были основаны преимущественно на изучении препаратов, полу- 
ченных из растительных вирусов, так как последние доступны 
в больших количествах и в некоторых случаях могут быть очище- 
ны до кристаллического состояния (например, вирусы табачной 
мозаики, некроза табака, огуречной мозаики, желтой мозаики 
турнепса, кольцевой пятнистости табака, кустистой карликово- 
сти томата). Большинство работ было проделано с вирусом табач- 
ной мозаики. В 1935 г. Стенли [7] впервые выделил этот вирус 
в кристаллическом виде, а годом позже, в 1936 г., Боуден и Пири 
[8] обнаружили в этом вирусе нуклеиновую кислоту. Дальней- 
шие исследования показали, что вирусы растений являются. 
по-видимому, простыми нуклеопротеидами, содержание РНК 
в которых колеблется в пределах от 5 до 40%. 

По строению различают растительные вирусы двух основных 
типов — сферические и палочковидные. Лучшим примером послед- 


него типа может служить вирус, вызывающий мозаичную болезнь 
растений табака. 


Вирус табачной мозаики 


Вирус табачной мозаики (ВТМ) легко может быть по 


в больших количествах. В связи с этим он служил объектом 
большого числа исследований 


основой наших современных пр 
сах (см. обзоры [4, 5, 9—43, 


лучен 
очень 
› результаты которых являются 
едставлений о растительных виру- 


37, 43, 52, 78]). Вирус табачной 
мозаики можно получить в виде почти полностью гомогенных 


(по химическим, физическим и генетическим свойствам) частиц 
с молекулярным весом 40.10%. Вирусные частицы представляют 
собой высокоорганизованные структуры, имеющие форму палочки 
размером 15.300 мик. Они содержат 5% РНК и 95% белка. Белок 
состоит примерно из 2100 субъединиц с молекулярным весом 18 000, 
расположенных в виде спирали. Нуклеиновая кислота представ- 
лена одной-единственной длинной молекулой с молекулярным 
весом 2.106 [44], спирально скрученной внутри белка, который 
образует защитную оболочку, или футляр. Ценные сведения 
о тонком строении вирусных частиц получены в результате при- 
менения рентгеноструктурного анализа и электронной микро- 
скопии. Детали строения частиц ВТМ были выяснены в значитель- 


тот вирус 
ени Пири 

Дальней- 
ЯВЛЯЮТСЯ, 
ние РНК 


основных 
ум послед- 
ю болезнь 
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ной мере благодаря работе Ф 


строения ВТМ приведена на ранклина [1, 20]. Упрощенная схема 


$ фиг. 50. Если концы ви 

растворить обработкой доцецилсульфатом те инс 

ных микрофотографиях можно видеть, что из сохранившегося 

остатка частицы высовывается РНК-сердцевина диаметром около 

4 ммк [14]. Эту сердцевину можно удалить рибонуклеазой. 
Одним из основных достижений в изучении биологии нуклеи- 

новых кислот было установление того факта, что свободная РНК, 


Фиг. 50. Сегмент частицы вируса 
табачной мозаики. 
Видны белковые субъединицы, рас- 
положенные по спирали. РНК нахо- 
дится в спиральном желобке, обра- 
зуемом белковыми субъединицами. 
Часть белковых субъединиц на ри- 
сунке не показана, чтобы можно было 
видеть два витка спирали РНК [79]. 
1 — белковые субъединицы; 2 — РНК. 


изолированная из ВТМ фенольным методом или при помощи 
додецилсульфата натрия, не теряет инфекционности и в отсут- 
ствие белка ВТМ [24, 71, 72]. Ее инфекционность нарушается под. 
действием рибонуклеазы, но сохраняется при обработке ВТМ 
антисывороткой. В то же время ВТМ инактивируется антисыво- 
роткой, но не рибонуклеазой. Инфекционность такой изолирован- 
ной РНК составляет всего 0,3% инфекционности эквивалентного 
количества РНК в неповрежденном вирусе. 

Френкель-Конрату [13, 25, 50] удалось реконструировать 
полную частицу вируса табачной мозаики, смептивая РНК и белок 
этого вируса. Активность нь тети частиц составля- 

—60% ивности исходног : 
р рае о расположения 164 аминокислот в белке 
ВТМ установлена полностью [80]. Значительные ера Сов 
ты и в изучении последовательности нуклеотидов в ны 
вируса [84, 82]. Согласно имеющимся данным, в свт ммы 
ВТМ отличаются как по содержанию аминокислот в их белковом 
компоненте [54], так и по последовательности нуклеотидов в их 
РНК [26, 45]. Белок, по-видимому, же р лишь защитной 
оболочкой для инфекционной вирусной ый 

Френкель-Конрат [27, 37] получил ги ний рек м 

РНК из подорожникового штамма ВТМ с белком о = 
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Различие между белками этих двух штаммов состоит в том, что 
У подорожникового штамма белок содержит метионин и ГИСТИдин, 
отсутствующие в белке нормального штамма. Вирусы эти разли- 
чаются по своим иммунологическим свойствам. Оказалось, что 
гибридный вирус вызывает заболевание, характерное для подо- 
рожникового штамма, но по иммунологическим свойствам нано- 
минает обычный штамм. Потомство же гибридного вируса содер- 
жит метионин и гистидин, подобно белку подорожникового штам- 
ма, из которого первоначально была получена нуклеиновая 
кислота вируса, и в отличие от белка гибрида, использованного 
в качестве инокулума. Эти результаты доказывают, что генетиче- 
ские особенности вируса определяются его РНК, но не его белком. 

В процессе размножения вируса в организме хозяина проис- 
ходит отделение вирусного белка от РНК [28, 29]. При заражении 
растительной клетки свободной РНК синтез вируса в ней начи- 
нается раньше, чем после заражения интактным вирусом. Сначала 
размножается РНК вируса, претерпевающая превращение в двух- 
цепочечную репликативную форму (стр. 250) [444, 145]. Затем 
под контролем РНК начинается образование вирусного белка 
и наконец белок и РНК соединяются, формируя полный вирус 
15.1653]: 

При обработке РНК вируса табачной мозаики азотистой кис- 
лотой аминооснования превращаются в соответствующие гидро- 
ксилсодержащие основания, а нуклеотидная цепь при этом не 
разрывается. Если такую измененную РНК использовать для 
заражения растений табака, то можно получить серию искусствен- 
ных мутантов ВТМ, заметно различающихся по составу или по 
последовательности аминокислот в белке [30—32, 43, 83—85]. 
Эти четкие различия представляют большой интерес для изуче- 
ния генетического кода (стр. 275). 


Сферические вирусы растений 


Вирус желтой мозаики турненса, который был получен в кри- 
сталлическом виде, отличается высоким содержанием РНК, 
составляющим 35%. Вирусная частица представляет собой полый 
шар, внутри которого находится нуклеиновая кислота [33]. При 
помощи фенольной экстракции из этого вируса была получена 
инфекционная РНК с молекулярным весом 2.3.108 [86]. 


Вирусы насекомых [36, 55] 


Среди полиэдральных вирусов насекомых можно выделить 
вирусы ядерных полиэдрозов, содержащие ДНК, и вирусы цито- 
плазматических полиэдрозов, содержащие РНК. Типичным при- 
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ном Ва ть полиэдральные тельца непарного 
ш д Р а @@5раг) и шелк 
ет раг) тутового шелкопряда (Вотбух 


РНК-содержащие вирусы животных 


› в кристаллическом виде были 
та и вирус Коксеки. Эти вирусы 
т ДНК. По морфологии они напоми- 
нают сферические растительные вирусы. РНК содержат также 
близкие к ним по размеру и богатые липидами вирусы энцефалита. 

Содержание РНК в вирусах гриппа и птичьей чумы составляет 
соответственно 1 и 3%. Эти вирусы представляют собой шаровид- 
ные частицы диаметром от 70 до 80 ммк, которые могут обладать 
ферментативной активностью. Большой интерес вызывает РНК 
вируса гриппа, о которой известно, что относительное соотноше- 
ние оснований в ее молекуле у разных штаммов может быть раз- 
личным [38—42]. 

Вирус птичьего миэлобластоза (диаметр 12 ммк), один из немно- 
тих вирусов, связанных с возникновением злокачественности, 
содержит 2,2% РНК [47]. 

Установлено, что лишенная белка РНК, экстрагированная из 
некоторых животных вирусов, действует как инфекционное 
начало и обладает поэтому свойствами генетического детерми- 
нанта. Подобного рода инфекционная РНК была получена из 
вирусов лошадиного энцефаломиелита [14, 15, 1011, неварЕта 
Менго [46], полиомиелита [16—18], западнонильского сы 
И7|, энцефаломиокардита (ЭМК) мышей [23] и ХИ (тр. 248). 

Биосинтез вирусной РНК будет рассмотрен в гл. в : 


содержат РНК и не содержа 


ДНК-содержащие вирусы животных 


ДНК обнаружена во многих вирусах НЕ ыы 
оличьей папиллом $ | 
в вирусах осповакцины, кр 
ко наи моллюска, обычных бородавок, герпеса ан 
и ы иомы. Инфекционная ДНК была экстрагирована из риа 
он [103] кроличьей папилломы [402] и обезьяньего виру 
Ю 


са [104]. ы имеет двухцепочечное строение; 

ДНЕ: вируса ропот В ПО мы 
оон чены две формы ДНК с одинаковым мов 
Норм бант вличными константами седиментации (215 и )ь 
ным весом, нос ра авляет собой, по-видимому, двухцепочечное 
285-компонент предет образованием 245-компонента 


ся с 
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теризуется двухцепочечным строением, молекулярным весом 
50.105—60-108, а также высоким содержанием (68%) гуанина 
и цитозина [90—92]. 

К числу наиболее интересных ДНК-содержащих вирусов отно- 
сятся онкогенные вирусы. Среди них различают три основные 
группы: 1) вирус полиомы и обезьяний вирус 40; 2) вирусы папил- 
лом кролика, человека, быка и собаки; 3) аденовирусы типов 
Т, 12, 18 [146]. ДНК всех этих вирусов но своему нуклеотидному 
составу сходны с ДНИ клеток, в которых они могут вызвать 
неопластическую трансформацию. Они могут содержать даже 
целые сегменты, гомологичные сегментам клеточной ДНК. 

Одним из наиболее основательно изученных ДНК-содержа- 
щих вирусов является вирус полиомы [98—95]. Ее ДНК, содер- 
жащую в сумме 48% гуанина и цитозина [99], можно разделить 
на три компонента, различающихся по константе седиментации. 
Компоненты Г и И соответствуют двум конфигурациям одной 
и той же молекулы. Тогда как компонент 1, быстрее оседающий, 
имеет замкнутое или кольцевое строение (стр. 72), цепь компо- 
нента 11 открыта [96—98, 146, 147]. Оба компонента характери- 
зуются одинаковыми величинами плотности и молекулярного 
веса (3,5.105). Компонент [ превращается в компонент И в резуль- 
тате одного-единственного разрыва цепи, вызванного ДНК-азой. 
Как кольцевая, так и открытая формы видны на электронных 
микрофотографиях [98]. Природа компонента ПТ еще не выяс- 
нена. 

Инфекционность присуща как открытой, так и замкнутой фор- 
мам [148], которые способны к взаимным превращениям. Однако. 
искусственно открытая форма ДНК, полученная под действием 
ДНК-азы, в отличие от нативной открытой формы не обладает 
инфекционностью. Это объясняется, по-видимому, тем, что фер- 
мент разрывает молекулы ДНК в любом случайном месте, тогда 
как концы нативных открытых молекул соответствуют строго 
определенному участку кольца, который играет роль связок. 
Возможно, что во время репродукции кольцевых молекул связка 
открыта, а затем она закрывается с образованием кольца [146]. 

Вирус полиомы был впервые изолирован из тканей мыши 
с лейкемией — этот вирус способен размножаться в культуре 
ткани. При заражении этим вирусом новорожденных мышей или 
хомяков наблюдается появление злокачественных опухолей 
в самых различных тканях. При введении больших количеств 
вируса в культуры клеток хомяка или мыши наблюдается «транс- 
формация» характера клеток [95, 100]. При пересеве трансформи- 
рованные или опухолевые клетки сохраняют свои новые своиства- 
Эти клетки отличаются морфологически от нормальных клеток 
и напоминают выращиваемые в культуре клетки опухолевых тка- 
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ней — как по внешн 
ему ви р 
аэробного гликолиза. ду, так и по высокой интенсивности 


Неопластиче 
с 
ной ДНК [103 1 траноформация может быть вызвана вирус- 

‚  СОЗМОЖНо, что она обусловливается введе- 


› Который включается в ДНК хозяина и реплици- 


ны тей ие белков в инфицированной клетке, либо 
или инактивировать репрессор клеток хозяина 
и таким образом вызывать проявление неопластических свойств 
уже заложенных в этих клетках. Какова бы ни была природа 
неопластической трансформации, вызванной ДНК вируса по- 
лиомы, явление это, несомненно, имеет важнейшее биоло- 
гическое значение. 


Бактериофаги 


Совершенно ясно, что технически довольно трудно наблюдать, 
каким образом вирусы растений и животных внедряются в клет- 
ки своих хозяев и размножаются там; трудно также изучать роль 
нуклеиновой кислоты вируса в этих процессах. Удобным объектом 
для такого рода исследований служат бактериофаги — вирусы, 
поражающие бактериальные клетки. Они легко поддаются био- 
химическому изучению, главным образом благодаря быстрому 
размножению их в клетках хозяина. Бактериофаги широко исполь- 
зовались при исследованиях в области молекулярной генетики 
и репликации нуклеиновых кислот. Частицы бактериофага могут 


содержать либо ДНК, либо РНК. 


ДНК-содержащие бактериофаги 


Наиболее интенсивному изучению попов ФКН. 
фаги) серии Т, поражающие Е. сой [46, 49, тнт ф: в ив. 
151]. ДНК четных фагов кишечной палочки серии ‚ Т4 и 
отличается тем (табл. 44), что вместо цитозина она нах 
5-оксиметилцитозин (5-ОМИ) [631. Разные штаммы р раз- 

связанной гликозидной 


ию глюкозы, 
личаются по те 5 оксиметилцитозина (табл. 15) 


связью с оксиметильной 


пре изученных колифагов является фаг Т2. 


астиков с несколько 
по форме голов с 
вы напоминают. рю иной около 
г тексагональной головкой и и веыи некоторое 
ре конце отростка имеются нити, и асположен- 
ие г. 54). Проксимальный белок отростк Ария 
утолщение (фи ‘и нитями и головкой, обладает сократ 
ный между этим 
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Таблица 14 


Молярные соотношения нуклеотидов в ДНК некоторых 
штаммов колифага 


Оксиме- Литера- 
Штамм| Аденин | Гуанин Тимин Цитозин ИЕ тура 
Т2г* 32,5 18,2 32,6 = 16,7 [44] 
Те 32,4 18,3 32,4 — 47,0 [41] 
Тбг 32,5 18,3 32,5 ЕЕ 16,7 [41] 
Т5 30,3 19,5 30,8 19,5 — [41] 
ТЗ 23,1 26,2 23,5 РАДУ! — [6] 


Таблица 15 


Глюкозилирование остатков оксиметилцитозина в ДНК 
четных фагов кишечной палочки серии Т [111] 


Доля гликозилированных 
остатков, % 


Т2 | Т4 | т6 
Неглюкозилированные остатки 25 0 25 
а-Глюкозил 70 70 3 
В-Глюкозил 0 30 0 
В-Глюкозил-а-глюкозил (диглю- 5 0 72 


козил) 


свойствами и содержит связанные АТФ и дАТФ [49] (фиг. 51)- 
Тщательно очищенные препараты фага гомогенны при ультра- 
центрифугировании и электрофорезе; молекулярный вес отдельной 
частицы составляет приблизительно 200 млн. [56, 64]. Фаговые 
частицы отличаются высоким содержанием ДНК (44%), сосре- 
доточенной в гексагональной головке, которая окружена защит- 
ной белковой оболочкой; РНК они не содержат. Метаболической 
активности у фаговых частиц обнаружить не удалось. 
Последовательные этапы фаговой инфекции, изображенные на 
фиг. 51, сводятся к следующему [49]. В результате обратимой 
ионной реакции между специфическим рецептором клеточной 
стенки и нитями отростка фаговые частицы прикрепляются отрост- 
ком к клетке хозяина. Немедленно после этого образуется более 
постоянная связь, природа которой еще не установлена. Нити 
кончика отростка, связанные друг с другом, по-видимому» тиол- 


РА 
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Фиг. 51. Цикл размножения фага в зараженных клетках Е. со. 


остается прикрепленной к клеточной стенке бактерии, откуда ее 
можно удалить механическим путем. Далее следует вегетативная 
фаза, в течение которой образуется новый вирусный материал, 
формирующий группы вирусных частиц. Последние в конечном 
итоге выходят из клетки при ее лизисе. Весь процесс занимает 
всего 45—60 мин. 

Немедленно после внедрения ДНК в бактериальную клетку 
геном хозяина перестает существовать как функциональная еди- 
ница и ДНК фага начинает осуществлять свои собственные феноти- 
пические и генотипические функции. ДНК хозяина уже не может 
контролировать синтез белков хозяина и служить матрицей для 


= НК 12. 
р с еаоитье в синтезе фаговой ДНК является образование 
на ДНК фага цепи информационной РНК (тр. ВАО мовы 
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в рибосомах хозяина направляет синтез нового набора ферментных 
белков, специфичных для биосинтеза фаговой ДНК (стр. 2 15} 
Частицы фагов Т2 и Т4 содержат одну-единственную стабиль. 
ную молекулу ДНК, представляющую всю нуклеиновую кислоту 
частицы. Предполагается, что все фаговые частицы действительно 
содержат по одной молекуле нуклеиновой кислоты. Молекуляр- 
ный вес ДНК фага Т2 составляет приблизительно 11-10? (стр. 74) 
[113]. Молекула фаговой ДНК, по-видимому, по всей длине пред- 
ставляет сдвоенную неразветвленную нить. Электронная микро- 
фотография молекулы ДНК фага Т2 показана на фото 1. 


Бактериофаг фХ174 


Одним из наиболее интересных бактериальных вирусов являет- 
ся открытый во Франции в 1935 г. бактериофаг $ Х174, поражаю- 
щий Ё. сой. Это мелкий вирус как бы сферической формы [114] 
< молекулярным весом 6,2.108; содержание ДНК в нем состав- 
ляет 25% по весу. ДНК этого бактериофага, как показал впервые 
Синсхеймер в 1958 г., является одноцепочечной [69, 115, 116], 
причем ее цепь, возможно, замкнута в кольцо [117, 118] (стр. 72). 
ДНК инфекционна только по отношению к сферопластам, но не 
к нормальным бактериальным клеткам [419]. При репликации 
этой нуклеиновой кислоты, которая будет рассмотрена ниже 


(стр. 215), в живой клетке образуется двухценочечная «реплика- 
тивная форма». 


Другие ДНК-содержащие бактериофаги 


Хотя основное внимание биохимиков привлекали Т-четные 
фаги и фаг $ Х174, другие ДНК-содержащие фаги также пред- 
ставляют известный интерес. К ним относятся фаг &, поражаю- 
щий Вас из Ифегзиз (В. тевметит) [120—122], фаг 5Р8, поражаю- 
щий В. 540118 [120, 123], фаги А, В, Си О, поражающие В. сегеиз 
[120], и фаги/, ФВ и $13, поражающие Ё. сой [124—127]. Во всех 
этих фагах была обнаружена двухцепочечная ДНК; исключение 
составляют лишь фаги $ В и 513, которые, подобно фагу $ Х174, 
содержат одноцепочечную ДНК. 

Фаг 5Р8 имеет ту особенность, что в его ДНК тимин замещен 
оксиметилурацилом [120]. ДНК этого фага, как и фага %, инте- 
ресна в том отношении, что при денатурации она распадается :- 
тяжелую цепь (Н), богатую пиримидинами, и легкую ны ( и 
< высоким содержанием пуринов (стр. 79). Эти нити мон в 
делить путем центрифугирования в градиенте дикий 
стого цезия или же при помощи колонок из ера ня 
альбумина. В то время как ш УЙто обе цепи могут слу» 


Сов ЯВЛЯ. 
ь Поражан- 
вормы [114] 
Нем состав. 
зал впервые 
‚ 115, Мб, 
Я] (стр. 12) 
там, но 
репликации 

ена ниже 
г реплика 
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т 
рицами для РНК-полимеразы, только тяжелая цепь способ 
к образованию гибридов с РНК, синтезированной п у1у0 в ; 
низме пораженного вирусом хоз стр. 237) Но 
ДНК фага 4, подобно ДНК фа ‹17 ый 
на для сферопластов (протопласт 
молекулы ДНК фага Л, составляе 
кулярному весу 33.106. Молек 
делецией короче на 23%. 
обоих типов смыкаются с 


) 


т 17,2 мк, что соответствует моле- 
улы ДНК мутанта фага /, с двойной 
При температуре 60° концы молекул 
образованием кольцевых форм [124]. 


РНК-содержащие бактериофаги 


Некоторые бактериофаги содержат только РНК. К ним отно- 
сятся фаги #2 [128, 130], М52 [429, 134], г47 [132—134], поражаю- 
щие Ё. сой, и фаг 73, который поражает Рзгидотопаз аегиет- 
поза [135]. 

У фага М52 молекулярный вес частиц составляет 3,6108; 
содержание РНК — 31%; РНК находится в нем в виде компакт- 
ной структуры с большим количеством водородных связей; эта 
РНК инфекционна для бактериальных протопластов. РНК-содер- 
жащие фаги представляют значительный интерес для изучения 
репликации РНК в связи с образованием двухцепочечных молекул 
РНК (стр. 59) [136—139, 144]. Возможно, что при внедрении 
РНК-содержащего вируса в клетку РНК играет роль матрицы 
(стр. 274) для синтеза РНЁ-зависимой РНК-полимеразы 
(стр. 246) и белка вирусной оболочки. Образовавшаяся в резуль- 
тате полимераза синтезирует затем комплементарную цепь о 
приводя к образованию двухцепочечной репликативной К. 
На этой синтезированной полимеразой комплементарной цепи 
двухцепочечной формы полимераза образует а р 
ной РНК. К этому процессу мы еще вернемся в гл. (стр. 249). 


Интерферон 


сное вещество, образование кото- 
Интерферон ги м АЛ Ы клеток стимулируется различны- 
рого во а 144]. Он представляет собой белок с молекуляр- 
ми вирусами 000 Процесс образования интерферона в клетке 
ным весом 30 о - ДНК-зависимый синтез РНК, но не син- 
включает синтез ке т процесс. во многих отношениях напоминает 
тез ДНК [1501.. и. ферментов. Интерферон можно рассмат- 
индуцированный © ющее вещество, в образовании которого уча- 
ривать как Я (стр. 284). Механизм его действия 
ствует НН предполагается, что интерферон предотвра- 
далеко не в ; 
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БИОСИНТЕЗ МОНОНУКЛЕОТИДОВ 


Введение 


Изучение биосинтеза нуклеиновых кислот сводится к изуче- 
нию нескольких отдельных процессов — биосинтеза пуриновых 
и пиримидиновых колец, возникновения углеводного компонента 
и затем биосинтеза самих полинуклеотидов. 


Биосинтез пуринов 


Установлено, что при введении голубю лимоннокислого аммо- 
ния, меченного №5, изотоп обнаруживается в небольших количе- 
ствах в нуклеиновых кислотах тканей, и в больших — в выде- 
ляющейся мочевой кислоте. Следовательно, изучая распределе- 
ние изотопов азота и углерода в выделяемой мочевой кислоте 
у животных, получавших соединения, меченные этими изотопами, 
можно получить данные о механизме синтеза пуринового скелета. 

Чтобы проследить пути синтеза пуринового кольца после 
введения С! или №5, собирали выделяющуюся У голубей моче- 
вую кислоту. Затем выделенную мочевую кислоту обрабатывали 


таким образом, чтобы отделить каждый атом кольца молекулы 
2 


В этих опытах были использованы следующие соединения: 
Н.С130,, 
нсзоон, 
СНзС1зоон, 
мн.СнН»С оон, 
СНзСНОНС!300Н, 
САзНзС13НоОНсоОН. 
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Затем действием КС10 
к зи НС] мочев 
Ко мочевину ЗЕ ана ую кислоту разлагали на 


к угле ж 
ляли от остальных атомов од род в положении 8 отде- 


а. 
© мн со 
о мо | 
М5. --х Ах 
с ®со со 
мн мн мн МН? 
Аллоксан 
в Расщепляя далее аллоксан, можно выделить еще одну моле- 
НОВ кулу мочевины, содержащую С-2. На 2 группы можно разбить 
м 


п онент и атомы азота, причем два атома азота окажутся связанными 
а с (-8 и два атома с С-2. 

Из всех перечисленных соединений только муравьиная кислота 
служила источником С-2 и С-8, причем метка включалась в С-2 
и С-8 пуринового кольца в равных количествах. 

Чтобы установить происхождение остальных атомов углерода, 


о амуо- был использован иной подход. Мочевую кислоту окисляли дву- 
Колич окисью марганца в щелочной среде до оксиацетилендиуреидкар- 
В ВЫДе- боновой кислоты, имеющей симметричное строение. Затем, дей- 
ределе- ствуя на это соединение кислотой, превращали его в аллантоин 
ры и СО, причем СО. происходил из С-6 пуринового кольца. 
ГопаМИ, © ‚Ан оон <, 
и". у х В, ны-6-мн__ Нисон, 
обл 2 их , 
} че ча < | ©” | со 
ри мн ^мн ны-с-мн нм-ен-мн 
тывали к 
Ы 
окул р 
< Из всех введенных голубям соединений только бикарбонат 
оказался источником углерода в положении 6. Этот факт наглядно 
демонстрирует существование до сих пор не известного механизма 
а . 
А линь затем получали глиоксилевую кислоту и две 
молекулы мочевины. “ 
ет мн,  СООН 
78 | мн» ох 
ней" со ОЕ ЯВ + О 
мн 
мызы МН» но 2 


семикарбазон, который 
чтобы вначале выделял- 
ственно из карбоксиль- 


кислоту превращали в 
атом таким образом, 
возникший преимуще 


Глиоксилевую 
окисляли перманган 
ся углекислый газ, 
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ного углерода глиоксилевой кислоты, т. е. из С-5. Позже начина] 
выделяться углекислый газ за счет атома С-4. Таким путем уда. 
лось показать, что глицин поставляет С-4 и С-5 атомы пуринового 
кольца, причем С-4 образуется за счет углерода карбоксильной 
группы глицина, а С-5— за счет ©-углеродного атома. 

Участие глицина в биосинтезе пуринового кольца нашло 
подтверждение при обследовании людей, получавших с пищей 
меченный № глицин [3]. После расщенления мочевой кислоты, 
выделенной из мочи таких людей, было обнаружено, что атом 
азота в положении 7 ведет свое происхождение прямо из амино- 
группы глицина. Аналогичные данные были получены в опытах 
с дрояхжами. В этих опытах дрожжи выращивали на среде с гли- 
цином, меченным № [4], затем из нуклеиновой кислоты извлекали 
гуанин и при его анализе нашли, что №-7 возник непосредственно 
из глицина. 

Данные, описанные в начале этой главы М, 2], были получены 
при изучении мочевой кислоты, собранной у голубей после 
скармливания им соединений, содержащих изотопы. Однако 
совершенно такая же схема биосинтеза пуринового кольца была 
получена в опытах с крысами, получавшими с пищей меченые пред- 
шественники |5], причем в данном случае исследовали пурины, 
выделенные непосредственно из тканевых нуклеиновых кислот. 

Пути происхождения атомов азота, занимающих в пуриновом 
кольце положения 1, Зи 9, были установлены в отдельной серии 
экспериментов [6]. Еще в 1936 г. было обнаружено [7], что в сре- 
зах печени голубя из соответствующих предшественников может 
синтезироваться гипоксантин (мочевая кислота не образуется 
из-за отсутствия в этой ткани ксантиноксидазы). Синтез 
гипоксантина может быть осуществлен также в гомогенате 
из печени голубя [8] и в надосадочной жидкости, полученной 
в результате скоростного центрифугирования гомогенатов [9|. 

При изучении такого экстракта было установлено, что на 
каждый 1 моль меченого гипоксантина, синтезированного из С\- 
глицина, используются 2 моль амидного азота глутамина и 1 моль 
азота либо глутаминовой, либо аспарагиновой кислоты. Гипоксан- 
тин гидролизовали методами, позволяющими отделить друг от 
друга атомы азота, занимающие в пуриновом кольце положения 1, 
3, Ти 9. Тогда стало очевидно, что атомы М№-3 и М-9 образуются 
из глутамина, а М-1— из аспарагиновой или глутаминовой кис- 
лоты [40, 41]. Чтобы выяснить, какая из этих аминокислот служит 
предшественником М№-1, измеряли количество образовавшегося 
СИ-гипоксантина после инкубации ферментного препарата из 
печени голубя с С14-глицином, СО, формиатом, рибозо-5-фосфа- 
том и АТФ. При добавлении глутамина, аспарагиновой или глу- 
таминовой кислоты выход пурина увеличивался. Совместное вне- 


Средь в 
У ИЗВека 
о Редетва 


ти подуче 
Убей поль 
ы, Однако 
‘ольца была 
ченые прет 
ли пурины, 
ых КИСЛОТ. 
‚ пуриново: 
тьной се} 
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сение аспарагиновой и глутаминовой к 
пурина; глутамин вместе с глутаминово 
личили выхода гипоксантина. 
совместно с аспарагиновой кисло 


синтеза пурина. Э 

Не тот факт наряду с другими доказательствами 
которые будут приведены < | 
тен т ниже, свидетельствует о том, что М-1 

ны я за счет аспарагиновой кислоты 

роисхождение всех атомов | 

р пуринового 
се а 52. Ур кольца схематически 
м процесса «сборки» этих компонентов в пуриновое 
кольцо был подробно изучен в лабораториях Бьюкенена и 


ислот не усилило синтеза 
и кислотой также не уве- 
Однако добавление глутамина 
тои привело к резкому усилению 


х 1 и 
х 
х 60 | Глицин 7% 
д Ух С | г 
спарагиновая м и 
кислота к еек 2% 
4 го Я а ; $ © "Формиат ” 
и © 
”формиат” Жи ь 
рмиат я М М 3 
и р ^. 
и” | ь 
Е ) 
мя Глутамин ! Глутамин > 
Фиг. 52. 


Гринберга; имеющиеся данные собраны в многочисленные обзоры 
[6, 12—45, 73—75, 301. Мы приведем здесь только их основные 
результаты. Большая часть исследований была выполнена на пече- 
ни голубя; у млекопитающих этот процес идет, по всей вероятно- 
сти, таким же путем. 
В 1950 г. была проведена серия экспериментов 16] с гомогена- 
том печени голубя. В реакционную смесь ВА ы рии 
образовании гипоксантина, я 
осдеринени. кислоту (ИМФ). По мтинны удельной 
радиоактивности всех перечисленных соединении ыло установле- 
но, что ИМФ является предшественником инозина и ртоениносисо.-:4 
Следовательно, рибоза и фосфат должны каким-то образом пр 


единяться к предшественнику пурина еще до того, как завершится 


инового кольца. 
ормирование полного пур 
р ие предшественник ориентировочно а его ия 


как 5-амино-4-имидазолкарбоксамил ыы а 
то впервые было в 

з . 53. Соединение э Ы 

синий ‘Е. сой, обработанной сульфамидами [17]. Хотя 

из культуры Е. 7’ „мов СМ-карбонсамид либо очень плохо 
кроо я 

у. т 2. веры совсем не используется, он может превращать 
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ся в пурины нуклеиновых кислот у крысы и в мочевую кислоту 
У голубя. При инкубации с гомогенатом печени голубя он пол. 
ностью превращается в гипоксантин [18, 19], причем на каждый 
1 моль синтезированного пурина включается 1 моль формиата. 
Было также показано, что АИКА превращается в ИМФ еще до 
того, как последний под действием фермента становится гипоксан- 
тином. Из приведенных результатов следует, что, хотя сам АИКА 


7 


Фар. 53. глицинамидрибонуклеотид (ГАР); 71 — фо 5 ; 

; — Формил-ГАР; 1/7 — 
формил-ГАМ; ГУ — 5-аминоимидазолрибонуклеотид: УТ — сукцино-АИКАР; 
У —карбокси-АИР; У — 5-амино-4-имидазолкарбоксамид: УП! — ФРПФ. 


превращается в 5-амино-4-ими- 

тоонуклеотид (АИКАР), который, очевидно, 

ои реально существующее промежуточное звено 
нов. Эта точка з 


еотидтрансформила- 

-формиата в ИМФ в положе- 

ипоксантин и инозин не используются в качестве 

этой реакции. Следовательно, ИМФ превращается 

В который, присоединив к себе СН-формиат с помощью 
производного тетрагидрофолевой кислоты (ТГФ) как кофактора 
{фиг. 54), вновь образует ИМФ, но меченный уже в положении 2 
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(фиг. 55). Присоединение 


ор? в 
щее к образованию мое Рмильного остатка к АИКАР, приводя- 


‚ было доказано также Гринбергом [24, 22]. 
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Фиг. 54. Г — фолевая кислота (птероилглутаминовая кислота); 11 — тетра- 


С т 
Я — оксиметилтетрагидр олевая кислота; 
м ти = т. у аминоптерин ( -аминоптероилглутами- 


№, №10-ангидроформил-ТГФ; (4-аминометилитероилглутаминовая 


„ УГ аметоптерин 
новая кислота); кислота). 


й слоты 
а, производное фолевой ки 
Тетрагидрофолевая кислота, 
в биосинтезе как пуринов, 
(фиг. 54), играет очень важную роль : 
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так и пиримидинов, поскольку она участвует в присоединении 
одноуглеродных остатков. В присутствии фермента Г/Ф-форми. 
лазы и АТФ формиат реагирует с ТГФ, образуя №0-формил-ТГф 
(фиг. 55), которая также может быть получена из серина и ТГф 
через оксиметил-ТГФ (фиг. 54). 

№-формил-ТГФ может формилировать АИКАР (фиг. 55). 
Кроме того, с помощью фермента циклогидролазы от может обрати- 
мо превратиться в №, №19-ангидроформил-ТГФ (фиг. 55), который, 


ТГФ 


Карбоксамидриво- Формиат 
нуклеотид- 


СН +ТГФ №°-формилтГФ + 
трансформилаза Я 
НАДФ-Н» РЦ 
НМ М-Риб-5'-Ф 
Формил-АИКАР НАДФ АИКАР 


Оксиметилтетрагидрофо- 
левая кислота 
Глицин 
+ НО || -НО 
Инозиниказа берин 


ТГФ 


Ум” `М-Риб-5-Ф 
Инозиновая кислота (ИМФ) 
Фиг. 55. 


как мы увидим на стр. 173, ответствен за формилирование гли- 
цинамидрибонуклеотида (ГАР). 

Рассмотрим теперь возможные предшественники АИКАР. 
Рибозо-5-фосфат, АТФ, формиат, глутамин и глицин в присутствии 
экстракта из печени голубя образуют два соединения [23], иден- 
тифицированные как глицинамидрибонуклеотид (ГАР) и формил- 
глицинамидрибонуклеотид (формил-ГАР). При использовании фер- 
ментной системы из печени голубя оба соединения (фиг. 52) 
показали себя как превосходные предшественники инозиновой 
кислоты. Например, формил-ГАР можно превратить в ИМФ, если 
неочищенную спиртовую фракцию из экстракта печени голубя 
инкубировать с субстратами: глутамином, СО5, аспарагиновой 
кислотой, АТФ и источником формильных групи. В отсутствие 
соответствующих субстратов накапливались два промежуточных 
соединения. Если из среды исключали источник формильных 
групп, наблюдалось образование АИКАР. Если же в реакционную 
смесь не вводили СО., аспарагиновую кислоту и формиат, то 


` Риб-9-ф 


1 


— 
— 
— 
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накапливалось новое соединение — АИР 

пеня отр. 414), ‚ Т.е. 5-аминоимидазол- 
Фракционирование ферментных систем 

экстракте из печени голубя, позволило найти в 

звенья и выяснить подробности реакций, прив 

ИМФ [6]. Таким путем [96,32] были выде 

рованы два новых промежуточных прод 


присутствующих в 
овые промежуточные 
одящих к биосинтезу 
лены и идентифици- 
укта (фиг. 53): а-М- 


> а Ел мон и (формил-ГАМ) и 5-амино- 
-имидазол-(М-сукцини: р ее к 
АИКАР). (`сукцинилкарбоксамид)-рибонуклеотид  (сукцино- 


Прежде чем обсуждать всю схему биосинтеза пуринов, следует 
упомянуть еще один промежуточный продукт, 5-фосфорибозил- 
пирофосфат (ФРИФ), формула которого приведена на фиг. 53. 
Он был идентифицирован [25, 26] как продукт реакции между 
рибозо-5-фосфатом (Р5Ф) и АТФ, протекающей при участии фер- 
мента рибозофосфат-пирофосфокиназы (К.Ф., 2.7.6.1): 

Р5Ф-- АТФ —> ФРПФ -- АМФ. 


ФРПИФ, АТФ, глицин и глутамин вступают в реакцию в присут- 
ствии по меньшей мере двух разных ферментных фракций и обра- 
зуют ГАР [24, 27—29]. Важно отметить, что 5-фосфорибозил-1- 
пирофосфат как источник рибозы незаменим в образовании ГАР. 
Еще важнее указать, что участие АТФ в ходе этих реакций при- 
ходится совершенно не на те точки, в которых она реагирует, 
принимая участие в синтезе ФРПИФ. В нерасфракционированном 
ацетоновом порошке из печени голубя ФРИФ и глутамин вступают 
в реакцию [27, 33], образуя глутаминовую кислоту и 5-фосфорибо- 
зиламин (ФРА, или МН»-Р5Ф). ФРА непосредственно реагирует 
с АТФ и глицином с образованием ГАР. Синтез ГАР в экстракте 
из печени голубя протекает в два этапа. Первый этап заключается 
в образовании ФРА при участии амидофосфорибозил-трансф:разы 
(К. Ф., 2.4.2.14), а второй — во взаимодействии а инок 
под действием фосфорибозилглицинамид-синтетазы (К. Ф., 6.3.1.3): 
АТФ —> ФРИФ + АМФ, 
ув + нЕ —> ФРА-| Глутаминовая кислота  Пирофосфат, 
ФРА-- Глицин-- АТФ —> ГАРТ АДФ-Ф. 
ГАР, т. е- превращение его в формил-ГАР. 
ментом фосфорибозилглицинамид-формил- 
фер 2.1.2.2.) © использованием №, М№0-ангидро- 
трансферазой (К. Ф., 2.1.7. 6 формильных групи [34]: 
формил-ТГФ в качестве донор ааа ВЫ 
ТГФ--Н.О —> Формил-ГАР- 
ГАР-- № М10-ангидроформил 


Если инкубировать рее 
фракцией печени голубя в прису 


Формирование 
осуществляется 


Р с неочищенной спиртовой 
вии АТФ и глутамина, обра- 


474 


зуется неустойчивое соединение АИР, т. е. 5-аминоимидазолрибо- 
нуклеотид (фиг. 53). АИР дает интенсивную оранжевую окраску 
на ароматические амины по Бреттону — Маршаллу с максимумом 
поглощения при 500 ммк. По этому признаку АИР отличают 
от АИКАР, который в таких же условиях образует соединение 
пурпурного цвета с максимумом поглощения при 540 ммк. Фер- 
ментная система, осуществляющая эти реакции, была разделена 
на два компонента. При инкубации компонента Г с формил-ГАР. 
ФРПФ —ФРА УМН» Ангидро- „МН 


мн 
9. 
+Глутамин СН, ° формилтгФ ТГФ сне сно +М ть снхсно 


Е ЛИтамиН 
В. +471 С 

9’ МН- Риб-5-Ф | КНР 

Формил-ГАР В — Формил-ГАМ 


+АТФ 
+ Аспартат 


2. 
+мМ9** с 
НМ “М Риб-5-Ф 

`АИР 


Сукцино-АИКАР 
Фумарат 
М 


н в. >. \ ФормилТГФ ТГф 
2 | сн ыы 
с +К А 


сно с 
НМ МС Рив: 5-Ф риб-5*. 


И АМ Рив-5-Ф 
Формил-АИКАР ИМФ 
Фиг. 56. Путь биосинтеза пуринов. 


АИКАР 


глутамином, АТФ и ионами магния наблюдали образование нового 
промежуточного продукта, и-формил-глицинамидинрибонуклеоти- 
да (формил-ГАМ). Под действием компонента 1 в присутствии 
АТФ формил-ГАМ превращается в АИР. Для этой реакции необ- 
ходимы ионы калия и магния. Приведем уравнения описанных 
реакций: 
Формил-ГАР-- АТФ -|- Глутамин +Н20 — 

—> Формил-ГАМ -- АДФ-- Ф + Глутаминовая кислота; 
Формил-ГАМ + АТФ —> АИР-+ АДФ + Ф. 


Если инкубировать АИР, АТФ, бикарбонат и аспарагиновую 
кислоту с неочищенной спиртовой вытяжкой из гомогената печени 
голубя, образуется АИКАР, т. е. 5-амино-4-имидазолкарбоксамид- 
рибонуклеотид [32]. Реакция протекает в несколько этапов. Снача- 
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ла АИР реагирует с СО. или НСО- — в 
аминоимидазол-карбоксилазы, (К ь Ф т. 
5-амино-4-карбокс иимид еек 
Он в свою очередь 


утствии фос форибозил- 
4.1.1.21) с образовани 

: ем 
азолрибонуклеотида (карбокси-АМР). 
реагирует с аспарагиновой кислотой 


ноос-сн-сн-соон 


МН 
с Фумарат а 
М 
м7 \е- \ м2 > № 
< ы и СН дденило- к. д № 
х 7 ‚ сукцинат- 
о к САРы О ЕЕ ® 
нм те Мм Аденилоянтарная АМФ 
| | СН кислота 
нс 
и , 
М М—Риб-5-Ф м со 
ИМФ 244 нм << \ о +Глитамин НМ рае 
АВ ое и 
к. ``№-Риё-5-Ф С рб-5-Ф 
Ксантозин-5“фосфат ГМФ 
(КМФ) 
Фиг. 57. 


и АТФ, образуя 5-амино-4-имидазол-(М-сукцинилкарбоксамид)- 
рибонуклеотид (сукцино-АИКАР): 


Карбокси-АИР -|- Аспартат -| АТФ —> Сукцино-АИКАР-- АДФ--Ф. 


Сукцино-АИКАР (фиг. 53) затем превращается в АИКАР 

с выделением фумарата. Все перечисленные реакции биосинтеза 

пуринов изображены на фиг. 56. ИИ, 
Последний углеродный атом вводится в ПУ 

путем ее АИКАР за счет М№0-формил-ТГФ [34] 

в присутствии фос форибозил-аминоимидаолкарбоксамид-формил- 

трансферазы (К. Ф., 2.1.2.3). Реакция (фиг. 55) протекает сле- 


дующим образом: 
АИКАР-| №19-формил-ТГФ —> Формил-АИКАР--ТГФ. 


.. . Ф., 3.5.4.10) кольцо 
И Й ИМФ-циклогидролазы (К - 
ом АИКАРа и и образуется инозиновая кислота 


5 
ИМФ)._ как это показано на фиг. 5 
ее путь синтеза приводит к образованию гипоксантина 


ействии 

ида. АМФ синтезируется при взаимод. 
ИФ ро, через промежуточный продукт — аденило- 
сук и (АМФС) [38—41]. Реакция (фиг- ка 
У фермента аденило-сукцинат-синтетазы (К. Ф., 6.3.4.4): 


ИМФ-+ Аспартат--ГТФ —> АМФС+ГДФ-Ф. 
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ГТФ необходим как кофактор. АМФС затем распадается на АМФ 
и фумарат под действием аденилосукцинат-лиазы (К. Ф., 4 3.2.5) 


АМФС —> АМФ -|- Фумарат. 


На первом этапе превращения ИМФ в ГМФ происходит окисле. 
| ние ИМФ в ксантиловую кислоту (ксантозин-5 -фосфат, КМф 


) 
| в присутствии НАД и при участии ИМФ-дегидрогеназы (К. Ф. 
1.2.1.14); 


ИМФ + НАД+ НО — КМФ-+НАД-Н-Н+. 


КМФ затем аминируется в присутствии глутамина и АТФ 
влиянием ГМФ-синтетазы (К. Ф., 6.3.4.1) и дает ГМФ (фиг. 


КМФ -| Глутамин -- АТФ -+Н20 —> ГМФ-- Глутамат-+ АМФ ФФ. 


Источником азота в этой реакции может служить также и аммиак 
[91], однако он не так эффективен, как глутамин. 

Весь путь биосинтеза пуринов показан на фиг. 56. 

Роль глутамина здесь очевидна. Его антиметаболиты азасерин 
и б-диазо-б-оксонорлейцин (ДОН) блокируют в положении 


под 
57): 


В (фиг. 56) использование глутамина для биосинтеза пуринов. 
Н»Х —С0— СН. — СН» — СН(МНЬ) — СООН, 
Глутамин 
= + 
№М=м=сН—С0—0—СН»—СН(МНЬ) — СООН, 
Азасерин 
= + 
М=М=сН—60— СН>.—СН›— СН(ХН2) —С00Н 
дон 


“Оба соединения специфически тормозят превращение формил-ГАР 
в формил-ГАМ [371. $ 


препятствуют введению предше- 
овой кислоты. В 1950 г. уже было 
и аметоптерин (фиг. 54) тормозят 
рную фракцию пуринов нуклеино- 
вых кислот, выделенных из внутренних органов. Позднее опыты 
с лейкозными и нормальными клетками из внутренних органов 
мышей выявили, что аметоптерин тормозит использование 
СИ-формиата при синтезе пуринов как РНК, так и ДНК и при 
синтезе тимина ДНК [43]. Однако у мышей, у которых лейкозные 
клетки оказались устойчивыми к аметоптерину и даже нуждались 
в нем для оптимального роста, наблюдался обратный эффект: 


ственников в молекулу нуклеин 
показано [42], что аминоптерин 
включение С714-формиата в сумма 


56. 
иты азасери 
положении 
за пуринов. 


Биосинтез мононуклеотидов 177 


аметоптерин усиливал включение Сы 
лейкозных клеток и вместе с тем 
новые кислоты тканей внутрен 

Применение антагонистов ф 


-формиата ив РНК ив ДНК 
подавлял включение его в нуклеи- 
них органов. 


олевой кислоты для лечения 
и родственных ему заболеваний д рака 


н связано со способностью этих 
соединений тормозить биосинтез нуклеиновых кислот [44]. 


Синтез нуклеотидов из пуринов 


Пуриновые основания могут взаимодействовать с рибозо-1-фос- 


фатами (РАФ), образуя нуклеозиды и неорганический фосфат [45]. 
Такие реакции, относящиеся к реакциям трансгликозидирования, 
обратимы и катализируются ферментами нуклеозид фос форилазами 
(К. Ф., 2.4.20: 


Гипоксантин-|- РАФ > Инозин-- Ф. 


Вместо пуринов в этой реакции может участвовать 5-амино- 
4-имидазол-карбоксамид: 


Карбоксамид-- РАФ Е Карбоксамидрибозид -- Ф. 


Если таким способом синтезированные нуклеозиды могли бы 
с помощью соответствующей фосфокиназы и АТФ стать фосфори- 
лированными, то был бы открыт путь для биосинтеза рибонуклео- 
тидов из предварительно синтезированных пуринов. 

Однако для превращений пуриновых оснований в нуклеотиды 
гораздо важнее механизм с участием 5-фосфорибозилпирофосфата 
(ФРПФ), о котором мы уже упоминали. При участии ви, 
названного Корнбергом [25] нуклеотидпирофосфорилавой (К. -, 
2.4.2.7), основания реагируют с ФРПФ с образованием нуклеоти 
дов и пирофосфата: 


Аденин-- ФРИФ — А5'Ф-- Пирофосфат. 


Изввотиы до роли уро ори 
Ю 
БК а 1 Зло тат тим 
ГУ. биосинтеза пиримидинов мы рассмотрим 3 

реакций для 0 еханизм фосфорилирования нуклеозидов удет, 

Интересный м ь «нуклеозидтрансферазной» системе, описанной 
возможно, НИЯ т аффом [46]. Эти ферменты, обнаруженные 
о к к и растений, катализируют перенос ов: 
у бактерий, Аг танических фосфатов, принадлежащих к НЯ 
ной ржа т бедных энергией, на многие нуклеозиды, о р 
гории соед , 


1% отиды. 
зуя при этом 5’-нуклеотид 


12 дж. Дэвидсон 


Глава Х 


Биосинтез пиримидинов 


Путь биосинтеза пиримидинов (фиг. 58) был установлен глав 
ным образом на микроорганизмах ‚и с использованием мутантов. 
Очевидно, также синтезируются пиримидины в тканях млеко- 
питающих. Описанию биосинтеза пиримидинов посвящен ряд 
обзоров [15, 47, 48, 74, 75]. 


СО . НАД* НАД-Н+Н* 
нми СИ, д я 


Аспарагиновая Уреидосукцинат „Лигидрооротовая Оротовая кислота (ок) 
кислота (УС) кислота (4Го) ФРПФ : 


Карбамоил- 
фосфат Пирофосфат 


о 
Урацил —  Уидин —— ыы сн Во | | 
©С_ СН ОМФ-декарбоксилаза осо _„С-соон 
М-Риб-5'-Фф М-Риб-5*ф 
-5" 
и Оротидин-5* фосфат (0мФ) 


Фиг. 58. Путь биосинтеза пиримидинов. 


При анализе меченых пиримидиновых колец выяснилось, что 
М№-3 возникает из аммиака, С-2 — из СО, а С-4, С-5 и №М-4 — 
из аспарагиновой кислоты. В 
никами пиримидина, 


в присутствии АТФ при участ 
В результате этой реакции 
С0›-- МНз-- АТФ 


рагиновой кислотой в присут- 
ствии аспартат-карбамоилтрансферазы (К. Ф.; 2.1.3.2), что 
приводит к образованию уреидосукцината (УС), называемого так- 
же карбамоиласпартатом (КА) [53—55]. Ход этих реакций показан 
на фиг. 58. 

Далее под действием фермента дигидрооротазы (Е 3т5:2:3 т), 
выделенной Либерманом и Корнбергом [49], УС замыкается 
в кольцо, что приводит к образованию дигидрооротовой кислоты 
(ДГО). Она в свою очередь окисляется дигидрооротатдегидроге- 
назой (К. Ф., 1.3.3.4.) с образованием оротовой кислоты (ОК). 


„С-соон 
М-Риб- 5*ф 
"фосфат (0М) 


нилось, 910 
би №1 - 
едшествен- 
‚становлено 


ез уреидо- 
ил-6-кар Г 
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- ви влиянием оротат-фосфорибозил-трансферазы (К. Ф. 
ие в присутствии ионов Мо?+ оротовая кислота реагирует 
с [56], давая оротидин-5’- фосфат (5’-ОМФ). Он затем 
и с ое оротидин-5’-фосфат-декарбокси ла- 
ФА, и обра -5- 
казной ом: разуется уридин-5-фосфат (5-УМФ), как 
Возможно существование и другого пути биосинтеза пирими- 
динов, проходящего через карбомоил-В-аланин, соответствующие 
рибонуклеозид и рибонуклеотид и затем дигидроуридин-5’-фосфат 
[59]; в этом случае оротовая кислота не принимает участия в обра- 
зовании пиримидинового кольца. 


Биосинтез производных цитозина 


Превращение урацила в цитозин происходит тогда, когда 
урацил уже содержит 3 молекулы фосфорной кислоты, т. е. на 
уровне трифосфосодержащих производных [60—92]. Реакцию осу- 
ществляет (ТФ-синтетаза (К. Ф., 6.3.4.2): 


УТФ-- МНз-Р АТФ —> ЦТФ--АДФ--Ф. 


Биосинтез дезоксирибонуклеотидов 


Образование дезоксирибозы из рибозы происходит на уровне 
нуклеотидов без предварительного расщепления гликозидной свя- 
зи [66—68, 81—86, 89, 90]. На правильность этого предположения 
указывает следующий факт: при включении таких соединений, 
как, например, равномерно меченный С\-цитидин в дЦМФ-остат- 
ки ДНК относительная радиоактивность углеводного компонента 
и основания не меняется. Превращение рибозы в дезоксирибозу 
протекает, очевидно, на уровне нуклеозиддифосфатов [76—80]. 

Экстракты из Е. сой содержат две ферментные фракции; одна 
из них катализирует образование ЦДФ из ЦМФ, вторая восста- 
навливает ЦДФ в дЦДФ. Для этой реакции необходимо наличие 
АТФ, М2?+, НАДФ-Н, и тиоредоксина [80]. Тиоредоксин — это 
кислый белок с низким молекулярным весом, состоящий из одной 
полипептидной цепи и имеющий одну $ — б-связь (в цистине). 

Возможно, что ДАМФ и дГМФ также образуются за счет ‘реак- 
ции восстановления, протекающей на уровне дифосфопроизвод- 
ы о стороны, ДУМФ возникает в результате дезамини- 
рования ДЦМФ, осуществляемого ор айенео ыкте-:2 
(стр. 185). Следовательно, весь путь превращения вд 


будет выглядеть следующим образом: 


—> ЦТФ —> ЦДФ —> дЦДФ —> АЦМФ —> дУМФ. 
умФ —> УТФ Ц р 


Глава Х 


Биосинтез производных тимина 


Существенным этапом в образовании тиминсодержащих нуклео- 
зидов является метилирование — дезоксиуридинмонофосфата 
(дУМФ), приводящее к образованию тимидинмонофосфата (ТМФ), 
Превращение дУМФ -—> ТМФ осуществляется ферментной систе- 
мой, обычно рассматриваемой как тимидилатсинтетаза. Процесс 
этот весьма сложен и протекает в несколько стадий. 

Как было показано рядом авторов [62, 63], формиат и В-угле- 
родный атом серина являются предшественниками метильной 


он 
м7 сн 
| Г 
осо сн 
`м2дриб-5-Ф 
думФ 


снонтгх 


группы в положении 5. Опыты с Г.-серином-В-С1-с,В-Н?-М№ [63] 
на крысах говорят о том, что включению не подлежат соединения 
с такой же степенью окисления, как формиат. Вместе с тем опыты 
с Е. сой [64] показали, что формиат служит источником атомов 
С-2 и (-8 пуринового кольца, но не углерода метильных групп 
тимина. 

Известно [65], что для синтеза тимидина необходима фолевая 
кислота; в работах Корнберга и других исследователей, о которых 
речь будет ниже, подчеркивается участие в этом процессе окси- 
метилтетрагидрофолевой кислоты (СН.ОН—ТГФ), формула кото- 
рой приведена на фиг. 54. 

СЧ-дезоксиуридин (но не 5-С14-метилуридин) включается в коль- 
о тимина [66, 79]. Можно было думать, что при биосинтезе тимина 
«ам дезоксирибонуклеозид (или нуклеотид) служит акцептором 
«дноуглеродного звена. Это предположение было затем окончатель- 
но подтверждено рядом авторов. Например, Корнберг [69] пока- 
зал, что дУМФ, вступая в реакцию с СН.,ОН—ТГФ образует 
тиминнуклеотид в присутствии фермента, выделенного из бактерий. 


Далее было установлено, что для синтеза тимидина из дезоксиури- 
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ина при учас 
р ы = = чих серина или формальдегида необходимо присут- 
водке ое кислоты [70, 71]. Имеется ряд доводов 
го участия дезоксиури) 
: иН-э-фо! 
тимина; он является первич ее 


ным акцептором одноуглеро 
дного, 
компонента. Как показано на фиг. 59, 5-оксиметилииримидин 


оказывается промежуточным звеном в синтезе тимидиловой кисло- 
ты. В пользу такого хода реакции говорят опыты с нуждающимися 
в тимине мутантами Е. сой [72]: их рост оказался возможным 
в присутствии соединения, образующегося при восстановлении 
5-оксиметилдезоксиуридина. 

Вытяжки из Е. сой, зараженной Т-четным фагом, содержат 
фермент дезоксицитидилатоксиметилазу, катализирующий обра- 
зование 5-оксиметилдезоксицитидиловой кислоты из формальде- 


гида и дезоксицитидиловой кислоты [88] в присутствии ТГФ 
(стрит 245). 


Образование нуклеозидтрифосфатов 


Субстратами для биосинтеза РНК и ДНК служат рибонуклео- 
зид-5’-трифосфаты и дезоксирибонуклеозид-5’-трифосфаты. Про- 
цесс катализируется РНК- и ДНК-полимеразами, которые рас- 
сматриваются в последующих двух главах. Сами нуклеозидтри- 
фосфаты образуются из нуклеозидмонофосфатов под действием 
соответствующих киназ в присутствии АТФ. К некоторым киназам 
мы еще вернемся при дальнейшем изложении (стр. 185), а пока 
следует остановиться на таких важных ферментах, как киназы, 
превращающие тимидин (Т) в его трифосфат (ТТФ). 

Тимидин легко включается в клетки, синтезирующие ДНК, 
поэтому включение меченого тимидина как специфического пред- 
шественника ДНК широко используется при изучении биосинтеза 
ДНК. Быстрое включение №15-Т или С14-Т непосредственно в ДНК 
было продемонстрировано на крысах [87], зародышах цыплят [93], 
клетках костного мозга [94], растущих клетках из кончика корня 
лука [95] и в культуре тканей [96]. При радиоавтографических 
исследованиях процесса воспроизведения хромосом недавно нача- 
ли применять тимидин, меченный тритием [39, 97—4100], обладаю- 
щий особыми преимуществами. Ниже мы остановимся еще на 
использовании меченого тимидина при изучении биосинтеза ДНК 
в бесклеточных препаратах из тканей млекопитающих [401—105]. 

Включение тимидина в ДНК протекает в несколько стадии, 
в течение которых он подвергается © помощью вы 
(стр. 485) последовательному фосфорилированию до д : 


Т —> дТМФ —> ДТДФ -> АТТФ, 


Причем каждый этап катализируется оба йнь ила ла 
[106—108]. 
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Регуляция биосинтеза нуклеотидов 


Исследования, описанные в этой главе, ясно показывают, чт) 
образование нуклеотидов для биосинтеза нуклеиновых кислот 
является кульминационным моментом в длинной и сложной цепи 
тонко регулируемых ферментативных реакций [109—111]. В мень. 
шей степени регуляция осуществляется на стадии полимери. 
зации (стр. 208), в большей — на отдельных этапах синтеза 
нуклеозидов и их трифосфатов. 


Предшественники 
Рибонуклеотиды, например АМФ 


„Дезоксирибонуклеотиды, например дАМФ ТМФ 
Киназа 


`Дезоксирибонуклеозидтрифосфаты, 
например дАТФ, д ТТФ 


олоероза 
ДНК 
Фиг. 60. Этапы биосинтеза ДНК. 


В процессе синтеза ДНК можно выделить 4 основных этапа: 
1. Биосинтез пуриновых и пиримидиновых рибонуклеозидмо- 
нофосфатов. 


2. Превращение этих рибонуклеотидов в соответствующие 
дезоксирибонуклеотиды. 


3. Фосфорилирование дезоксирибонуклеозидмонофосфатов до 
трифосфатов. 

4. Полимеризация дезоксирибонуклеозидтрифосфатов в поли- 
дезоксирибонуклеотид в присутствии соответствующей затравки 
ДНК (фиг. 60). 

Механизм, регулирующий синтез ДНК, изучался главным 
образом на быстро растущих клетках и тканях, например на 
клонах клеток в культуре, на опухолях и на клетках регенерирую- 
щей печени. Хорошо известно, что при резекции средней и левой 
боковой долей печени У взрослой крысы оставшаяся часть начи- 


нает уже через несколько часов интенсивно регенерировать и через 
несколько дней достигает первоначального размера. Во время 
регенерации печени происходит быстрый рост клеток и их интен- 
<сивное деление, причем максимум митотической активности при- 


ходится примерно на 24 час после операции. В этот период синтез 


ДНК протекает очень быстро в отличие от нормальной печени, 
в которой ДНК практически не обновляется (стр. 312). Как толь- 
ко печень достигает первоначальных размеров, синтез ДНК осла- 
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бевает и прекращается. Поэтом 
очень удобно изучать механиз 
щих в биосинтезе ДНК. 


и о 

ев естным механизмом обратной связи 
157, 58, - Ноложительную обратную связь можно пред- 
ставить себе, например, как выработку фермента в присутствии 
соответствующего субстрата. Положительная обратная связь 
характерна в первую очередь для явления адаптации ферментов, 
хорошо известного у микроорганизмов и достаточно распростра- 
ненного у млекопитающих [115]. К явлению адаптации ферментов 
мы вернемся несколько позже (стр. 286). 

Если имеет место отрицательная обратная связь, то продукты 
ряда ферментативных реакций могут воздействовать либо на 
активность, либо на содержание одного или нескольких ферментов 
в этой цепи. 

Например, как АМФ, так и ГМФ [116] тормозят активность 
фосфорибозилпирофосфат-аминотрансферазы (К. Ф., 2.4.2.14) — 
первого специфического фермента в цепи реакций, осуществляю- 
щих биосинтез пурина (стр. 173); они участвуют также в других 
механизмах регуляции [117]. ЦТФ регулирует биосинтез пирими- 
дина, ингибируя непосредственно аспартат-карбамоилтрансферазу 
(К. Ф., 2.4.3.2.), первый специфический фермент этого пути 
(стр. 178), катализирующий конденсацию карбамоилфосфата 
и аспартата [57, 58] с образованием уреидосукцината (фиг. 61). 
В регенерирующей печени крысы активность аспартаткарбомоил- 
трансферазы начинает возрастать сразу после гепатоэктомии, дости- 
гает максимума через 49 час и возвращается к нормальному уров- 
ню, когда восстанавливается исходный размер печени [414]. Впол- 
не возможно, что скорость роста печени отчасти регулируется 
концентрацией пиримидиннуклеотидов, образующихся при дей- 
ствии фермента [114]. Усиление активности этого фермента наб- 
людается в случае гепатомы Новикова [1457]. 

УМФ подавляет активность оротидинмонофосфатдекарбокси- 
лазы также по принципу обратной связи (стр. 179). к 

Количество фермента, образующегося в формирующей его 
системе, возможно, также регулируется с помощью отрицательной 
обратной связи. Например, производные пиримидина подавляют 
у Е. сой образование трех ферментов: аспартаткарбомоилтрансфе- 
разы (К. Ф., 2.1.3.2.), дигидрооротазы и дигидрооротатдегидроге- 
ве: Е та олирующий механизм [нат ча нчррекащу > т про- 
изводных рибозы в производные дезоксирибозы (стр. ), про- 
текающее на уровне нуклеозиддифосфатов и не затрагивающее 


гликозидную связь между сахарным компонентом и основанием 


У на регенерирующей печени крысы 
мы регуляции ферментов, участвую- 


184 Глава Х 


м 


[76, 771. Превращение ЦМФ в дЦМФ, или Ат ЦДХ в дЦДФ, 
приводящее в конце концов к биосинтезу Д › ингибирует 
очень низкими концентрациями (5.10-° М) р левовиитр, 
фосфата (дАТФ), дезоксигуанозинтрифосфата (дГТФ) ив меньшей 
степени тимидинтрифосфата (дТТФ). Этот эффект наблюдался 
в экстрактах из зародышей цыплят [119]; действие ТТФ также 
может быть продемонстрировано на культуре клеток млекопитаю. 
щих [120]. 


ФРПФ  Глутамин Аспартат _ Карбамоил- 


г -------- э>--.- Бра г --=---- -----— 
ее |  Уреидобукцинат 
Азасерин —=-4+- + Глутамин | | 
| + Аспартат | | = ойФ 
| г | — 434-УМ6-< Азаурацил 
| 6- меркапто- ет ВР 
| фрын ИМФ Ы и 
| < 
АМФ ГмФ---} |!  утф думФ 
| Фторурацил. 
} | < Фтор-дуиф-—] 
т тие ЕТ — Антагонисты 
фолевой кислоты 
9ТмФ == 2. 
И И 1 
р 
м ! ыыы 9тАФ ! 
| р 
дАТФ---А--9ГТФ аттФ 
НЕ, 


Фиг. 61. Пути биосинтеза дезоксирибонуклеозидтрифосфатов. Механизмы 
обратной связи изображены пунктиром. Показано, на каких этапах прояв- 
ляется блокирующее действие антиметаболитов. 


Подобный же эффект подавления дезоксиаденозинтрифос- 
фатом процесса восстановления гуанозиннуклеотида в дезоксигу- 
анозиннуклеотид, был получен с асцитными клетками Эрлиха 
[424]. Скорее всего именно так можно объяснить тот факт, что 
и в асцитных клетках Эрлиха [122] ив зародышах цыплят [123] 
синтез ДНК ингибируется дезоксиаденозином, который легко 
превращается в трифосфат. 

Создается впечатление, что синтез ДНК с большей легкостью 
протекает при критических концентрациях дезоксирибонуклео- 
зидтрифосфатов [419] и что эти соединения являются компонентами 
гомеостатического механизма (фиг. 61). 
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УМО) полено ыы нуклеотидов. Дезоксиуридинмонофосфат 


непосредственно из уридинмонофосфата 
о а говорят результаты опытов, проведенных парне 
урмтитит, [124] и на зародышах цыплят [125]. Однако 


во многи р 
ны ре 126, 127] УМФ превращается в дУМФ иным 
ия цитидиннуклеотиды (фиг. 61), причем аминирование 
ое о О Брока 
превращаетс УМ идтрифосфатов [153, 154]. Затем дЦМФ 
ревращается в ДУМФ с помощью фермента дезоксицитидилатдеза- 
миназы. Фермент этот обладает очень низкой активностью во 
многих «зрелых» тканях млекопитающих, за исключением зобной 
железы и костного мозга [127], энергично синтезирующих ДНК. 
Вместе с тем этот фермент очень активен в быстро растущих тка- 
нях, например у зародышей цыплят и крыс или в регенерирующей 
печени взрослых крыс [4128—130, 155]; возможно, он участвует 
в одном из звеньев, регулирующих скорость биосинтеза ДНК 
[428, 132]. В некоторых опухолях, например в гепатоме Новикова, 
активность дезоксицитидилатдезаминазы выражена очень сильно, 
в других же (в гепатоме Морриса 5123 и в гепатоме Даннинга 
Т,-С18) этого не наблюдается [133]; важность этих данных обсужда- 
лась Поттером и его сотрудниками [114, 158] в связи с гипотезой, 
основанной на выпадении нуклеотидов из молекулы ДНК. 
Активность дезоксицитидилатдезаминазы в нормальной печени 
крысы незначительна [134]. Она заметно возрастает при регенерации 
печени примерно через 12 час после частичной гепатоэктомии, 
достигает максимума приблизительно через 48 час и затем снижает- 
ся. Повышение активности этого фермента опережает повышение 
активности других ферментов, связанных © образованием тими- 
динмонофосфата (дТМФ) и фосфорилированием. Этот факт согла- 
суется с последовательной индукцией ферментов, участвующих 
в биосинтезе ДНК [129]. Первым из этих ферментов от. 
тимидилатсинтетаза, которая превращает ДУМФ в д ; ее 
активность возрастает в регенерирующей печени сразу вслед за 
дезоксицитидилатдезаминазой. Было высказано речь 
[129], что дУМФ может активировать или оон ском». 
ние тимидилатсинтетазы, которая в свою ак ри уч Е 
ндуцировать 'МФ-киназу. На этой 
образовавшегося ТМФ может инду ыы Вы 
близких ей ферментах мы сейчас и о Е 
р ев тимидиннуклеотиды до дТТФ, ак- 
Киназы, фосфорилируюноно костный мозг, т. е 
тивны в таких тканях, кет но сво "т о активны в "таких 
там, где четко выражен синтез ДНК, и мал 
т тде не происходит размножения клеток. 
елена НЫ = после частичной гепатоэктомии, актив- 
В печени, регенерирующей по 
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ность киназы высока, особенно через 48 час после операции [108, 
135—440]. В этом отношении дТМФ-киназная система отличается 
от киназ, участвующих в фосфорилировании ДАМФ, дГМФ 
и ДЦМФ, активность которых в нормальной и регенерирующей 
печени примерно одинакова [406, 136]. 

Одна из наиболее важных киназ — тимидинкиназа, фосфори. 
лирующая тимидин до дТМФ; по многим признакам она является 


у 


}. 


[а] 
[=> 
-—— 


доля общей радиосктивности , % 
м 
< 


Радиоактивность / мк моль ДНК ‚имп/мин 


Время после операции ‚ час 


Фиг. 62. Фосфорилирование Н3З-тимидина и его включение в днк [106]. 
Опыт проведен с экстрактами из регенерирующей печени крысы через раз- 
личное время после частичной гепатоэктомии. Приведенные результаты отра- 
жают активность ДТДФ, ДТМФ и Т-киназ, определяемую по доле 
радиоактивности (имп/мин), обнаруженной в дДТТФ, ДТДФ -- дТТФ 
и ДТМФ -- дТДФ - дТТФ соответственно. 
1 — АТМФ -{ дТДФ - дтТФ; 11 — дтДФ + дТТФ; ПГ -— дттФ; ГУ 
удельная радиоактивность ДНК. 


тем ферментом, который определяет скорость биосинтеза ДНК. 
Ее активность очень усиливается в регенерирующей печени крысы 
[406, 136, 137, 140], в печени крыс, находящихся на белковой 
диете [142], и в других активно пролиферирующих тканях [106, 
135, 187]. Она возрастает в культуре клеток после заражения ДНК- 
содержащими вирусами [144, 143, 144]; эти вирусы даже могут 
вызвать появление тимидинкиназы в мутантах фибробластов, 
в которых до заражения фермент этот не обнаруживается [448]. 
Тимидинкиназа ингибируется дТТФ [431, 145—150] и ЦТФ 1148, 
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149]. Следовательно 

‚ ДТТФ п Н 
рии еее принципу обратной связи подавля- 
киназу [146], а во Е 


(149, 120], а так 


н не действуя при этом 5 
Чите тормозит превращение И ДФ в ЦДХ 
дезаминирование дЦМФ [132, 145, 154, 152] 
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Доля общей радиоактивности , И, 


Дни после пересева 


Фиг. 63. Фосфорилирование НЗ-тимидина гомогенатом из Г-клона фибро- 

бластов мышей после пересева на свежую среду [406]. Приведенные резуль- 

таты отражают активность дТДФ, ДТМФ и Т-киназ, определяемую по доле 

радиоактивности (имп/мин), обнаруженной в ДТТФ, дТДФ + дТТФ 

и дДТМФ -- дтДФ ДТТФ соответственно. 

1 — ДТМФ + АТДФ ДЕ; 40 — дТДФ -{ дтТо; УМ = ро ПИ 
число клеток. 


этот механизм препятствует накоплению 


(фиг. 64). Таким образом, 
как из дезокситимидина, так и из ЦДФ 


больших количеств дтТТФ 


через дУМФ. Г 
При изучении динамики киназ в регенерирующей печени крысы 
после частичной гепатоэктомии было показано [406], что ферменты, 
по-видимому, появляются в определенной последовательности 

еличиваться активность 


(фиг. 62). К 24 час начинает резко Ув 

тимидинкиназы, достигая максимума через 30 час после операции. 

Велед за ней возрастает активность дТМФ-киназы; максимум 
3тимидина приходится примерно на 


суммарного включения 


138 Глава Х 


48 час. Затем активность всех киназ снижается. Такая же тенден. 
ция последовательного появления киназ была обнаружена в Куль. 
туре Г-клона фибробластов мыши [106]. В фазе покоя, наступаю. 
щей при истощении культуральной среды, эти клетки либо нь 
проявляют никакой киназной активности, либо проявляют только 
тимидинкиназную активность. При переносе на новую среду посль 
некоторой лаг-фазы наступает период быстрого роста (фиг. 63). 
Активность тимидинкиназы появляется сразу, резко возрастает 
и остается высокой. Активность ТМФ-киназы усиливается позже, 
достигает максимума в начальной стадии роста клеток и снижает. 
ся, прежде чем рост (увеличение числа клеток) прекратится. Это 
соотношение ферментов можно в сильной степени изменить, добав- 
ляя в среду тимидин; при этом скорость роста не меняется. 
В течение начального этапа роста активность ферментов почти 
такая же. Во время быстрого роста числа клеток активность 
тимидинкиназы остается высокой на гораздо больший срок, 
а у дГМФ-киназы наблюдается второй максимум активности, 
в то время как в контроле отмечается спад. Такие подъемы киназ- 
ной активности могут быть получены только в период роста 

и, очевидно, обусловлены действительной индукцией ферментов, 

хотя следует принимать во внимание, что дТМФ-киназа — очень 

лабильный фермент, стабилизирующийся в присутствии тимидина 

или тимидилата [156]. 

В обычной печени нет киназ, фосфорилирующих тиминовые 
нуклеотиды. Однако там имеются ферменты, осуществляющие 
восстановительный катаболизм тимина. В тепатомах, например, 
Новикова и Даннинга катаболические ферменты отсутствуют [133] 
и производные тимина могут, следовательно, по анаболическому 
пути превращаться в дТТФ. Отсутствие ферментов катаболизма 


в активно пролиферирующих клетках, активно синтезирующих 
ДНК, очень важно для гипотезы, основанной на выпадении 
нуклеотидов из молекулы ДНК [414]. 


ЛИТЕРАТУРА 


- Зоппе У. С., Васвапат У. М., ре!1ита А. М., 1. В19. 
Свеш., 173, 69 (1948). р 
.Висвапат У. М., Зоппе }. С., Ре11ита А, М., Г. В10]- 
Свешт., 173, 84 (1948). ы 
- Звеш!т О., Вт еп Ъегя Ю., 7. В101. Свеш., 167, 875 (1947). 
. АБгашмз В., Нашшагзвен Е., ЗВеш1п р., Г. В1о. Свеш., 

173, 429 (1948). 
- Неог1сЬ М. В., УЕ 1 зо О. \., 1. В191. Свеш., 186, 447 (1950). 
. Висвапат 7. М. её а1., СЪа Еопиданоп Зутрозиит оп {Ве Свен гу 
ап В1о]ору о! Ригтез, р. 233, Т.оп4оп, Снатевй (1957). 41380 
о ет М. Г., КтеБз Н. А., Моде! А., В!освем. Т., 30, 
1936). 


1 >> < > © [55 — 


роста 
ентов, 
очень 


идина 


новые 
пощие 


. еуеп Бегр 
. Стееп Ъегр С. В 


. Наг&мап 


„Ковш 


. Геуеп Ъег8 


. Сагфег С. Е а 
‚Аъгашз В., Ве и А982 (1956); 7. Атег. Свет. $0с., 


Биосинтез моно нуклеотидов 


189 
. Сгееп его С. В., Атбь В1ось 
. ‚ ет., 19, 337 (1948). 
. Зсви]1тап М. Р., Зоппе }. 64 В М., 7. В1о] 
Спеш., 196, 499 (1955). ба 
. Зоппе ] 


359 (1958). С., 111 1., Висвап ап Г. М., Т. В10]. Спеш., 220, 


В., Нагь : 
Спеш., 220, 370 (1956). ‘пап 8. С., Виевапаи 1. М., 1. ВЮ. 


ы .› СФа ЕоппдаНоп Зутрозиииа оп Ве Свет 
ап В10]ору оЁ Ригтез, р. 204, Гопдоп, Вией (1957). 9-9 
5. С., Виевапвап 


365 (1959). Т. М., Апп. Веу. В!освеш., 28, 


. Васвапат 


Т. М., Нагёшаю $5. С, АЗ 1 
2199 (1959). уапсез т Епгуто]обу, 


Ве! свага Р., Тье Мие:с Ас! 43, Уо]. 2, р. 277 (Е. Сваграй апа 


Т. №. Ра\14зоп, Е4з.), Ме Уоге, Асадеш1с Ргезз (1955). (Нуклеиновые 
кислоты, М., ИЛ, 1957, стр. 223.) 


. СгеепЪего С. В., Т. Во. Свет., 190, 614 (1954). 


. Э&гебвоп М. В., Еох С. Г.., Лт., Т. В1ю|. Свеш., 161, 333 (1945). 
. сви] шапт М. Р., Васвапаю 1. 


. Зови] мап М. Р., Висвапаю 7. М. 7. Во. Свет., 196, 513 


М., Ее4. Ргос., 10, 244 (1951). 
(1952). 


. Васвапап 7. М., Зсви]шап М. Р., 7. В101. Свеш., 202, 241 


(1953). 


. СгеепЪегр С. В., Ее4. Ргос., 12, 244 (1953). 
. Сгееп Ъегро С. В., 7. Вю]. Свеш., 249, 423 (1956). 
. бо1 азь мать Ф. А., Реафо4ду В. А., СгеепЪегр С. В., 


Т. Ашег. Свет. $0с., 76, 5258 (1954). 


. Нагёшапт 5. С., Геуеп Ъегр В., Висвапат 5. М., У. Ашег. 


Свет. З06., 77, 501 (1955). 


. Коги Бега А., Г 1ерегшапт Г., З1шшз Е. 5., Г. Ашег. Свет. 


1954). т 
о вай и ерегмат Г., З1шшз Е. 5., Г. В101. Свет., 
215, 389 (1955); 1Ы4., 245, 417 (1955); Вету С. М., Вему У. Т., 
Васпвапат У. М., У. В101. Свеш., 247, 885 (1955). 


. Со1азь мать Ф. А., Сгееп Ъегя С. В., Реароду В. А., 


В1освйа. В1орвуз. Аба, 18, 448 (1955). 


р. А.Т. Ва. Сеш.. 222, 1051 (1956). 
| еее С., Кей, Ргос., 15, 269 (1956). м 
"зев1евк Е, не Мийее Ас14з, Уо1. 2, р. 309 (Е. СваграН ап 


7. М. Ра\!азоп, Е@з.), Мем Уогк, Аса4епус Ргезз (1955). (Нуклеиновые 
кислоты, М., ИЛ, 1957, стр. 250.) 


ТГетеп его В., Виспапап 7. М., Г. Во. Свеш., 224, 1019 
Метитск Г. ВисБапап 1. М., 7. Во]. Свеш., 225, 157 (1957). 
. Ме з 


со1атьма! 6 Ш. А. Г. В101. Свеш., 222, 1051 (1956). 


Нагшар 5. С., Васвапат Т. М., Г. В1ю. Свеш., 234, 1812 


мире В., Васвапат ФТ. М., 7. В10]. Свет., 224, 1005 
еу У 

од Т. М. Васвапат Г. М., Ее4. Ргос., 15, 305 (1956). 
ТаКепз +-. №. 


В. Ме|1п:сК Т., Васвапаю ФТ. М., Г. Вю. 


Веш., 225, 163 (1957). ‚ В1о1. Свеш., 222, 47 (1956). 
и „Совеп 1 НТ Ви ее 17, 4119 (1955). 


40. Г1еъегшалт Г,, 


78, 254 (1956). 


Глава Х 


: : 7 (1956). 

41. Т1еБегшап Т., 1. В10]. Свеш., 223, 32 

42. Зк:ррег Н. Е., М1 све11 7.Н., Веппеф Г. Г., Сапсег Ве; 
10, 510 (1950). у 

43. в у. Е., Веппеё® Г. [., Бам Г. У., Сапсег Вез.. 
42, 677 (1952). р . Г 

44. В Воа@дз С. Р. (Е4.), АпЯ-тебаро] ез апа Сапсег (Атег!сап А330611- 
Чоп Тог ве Адуапсешею& оЁ Зс1епсе) (1955). 

45. Ка|\скаг Н., Зушр. 506. Ехр. В101., 1, 38 (1947).. 

46. Втамегшат С., СВагсаЕ{ Е., В1освйи. В!орвуз. Ама, |5. 
549 (1954). ё 

47. Ве: свата Р., Адуапсез т Епхуто]обу, 24, 263 (1959). 

48. СтозЬ1!е С. \., Тне Мафес Ас14з, Уд. 3, р. 323 (Е. СВагваН аа 
Т. М. Оау14зоп, Е@з.), Мех Уогк, Асадепис Ргезз (4960). (Нуклеиновые 
кислоты, М., ИЛ, 1962, стр. 270.) , 

49. Г1ерегшап Т., КогпБегя А., 7. В10]. Свеш., 207, 911 (1954). 

50. Соорег С., Ми В., М1 1зоп О. \., Г. Ва]. СВет., 246, 37 (1955) 

54. Уп В., \11зот Ф.Ф. \., Г. В1о. СВеш., 223, 195 (1956). 

52. Топез М. Е., Зресцбог Г., 1 ршап Е., 7. Ашег. Свет. $ос., 
77, 819 (4955). 

53. Зови! шап М. Р., Вафрег 5. Т., Ее4. Ргос., 13, 292 (1954). 

54. ЗштёН Г. Н., З4еффет Ю., 1. Ашег. Сет. Зос., 76, 3864 (1954). 

55. Не! пг1сь М. В., Ремеу У. С., К:а4ег С. \., 1. Аше. 
Свеш. З0с., 76, 3102 (1954). 

56. К огп Бегр А., Г1еБегшапт 1., $1 шшз Е. $., У. Во. Спем., 
215, 389 (1955), 

57. Свапсецх У. Р., 501. Ашег. (Аргй), р. 36 (4965). 

58. Сегвагь 9. С., Раг4ее А. В., Ее. Ргос., 23, 727 (1964). 

59. Мокгазсь Т. С., Сбт: зо11а $., Вуосвни. В1орвуз. Аба, 27, 
226 (1958). 

60. Г1еБегшапт Г., 7. Ашег. Свет. бос., 77, 2661 (1955). 

61. Г1ерегшап Т., Г. В10]. Свеш., 222, 765 (1956). 

62. Тобфег Т., Т. Ашег. Свет. $0с., 76, 2196 (1954). 

63. Е1муп О., Зрг!пзопт О. В., Г. В1о. СВеш., 207, 467 (1954)- 

64. СтозЬ1е С. \\., В1освеш. Т., 69, 1Р (1958). 

65. бот авиа! О., ВепатсЬ А., 9. В10]. Снеш., 196, 841 (1952). 

66. Егт1еаК1т М., ВоБегёз Ю., Ее4. Ргос., 14, 215 (1955). 

67. Ремв о дИрУН:, Фа дева о ЕСЬ Мошов. А. р., Влосвиа. 
В1орпуз. Аба, 20, 209 (1956). 3 

68. м Г, А., Зов ме1вегь В. $5., Т. В101. Свеш., 202, 635 

69. К огп Бегя А., Тье Свеписа! Ваз!з о! Негедну  (\\. р. МеЕшоу 
ап@ В. С]азз, Е 43.), ВаМиаоге, Товпз Норказ Ргезз (1957). (Химиче- 
ские основы наследственности, М., ИЛ, 1960, стр. 468.) 

70. В1аке!у В. Ё., В!освни. В1орвуз. Аба, 24, 294 (1957). < 

4. т Е. А., СтеепЪегр О. М., У. Атег. Съеш. $06., 79, 3737 

7). 

72. Совеп 5. 5., Сгееп М., Вагпез Н. Р., Втосьт. В!орВуУз- 
Асфа, 22, 210 (1956). Е 

73. ЕЛакз 7. б., ГаКепз Г. М., Мелод$ ш ЕпхушоТову, Уо1. 6, Р. 52 
(5. Р. Соо\йсК ап4 М. О. Карап, Едз.), Мех Уогк, Асадепис Ргез$ 
(1963). 

74. М ее Г.., МебароНс Раууауз, У]. 2, р. 459 (р. М. Стеепретв, 
Е4.), Мех Уотк, Асадешус Ргезз, (1964). ь 

75. Зови шап М. Р., МебароНс Райуауз, Ус. 2, р. 389 (р. М. Степ 
Ъега, Е4.), М№еу Уотк, Аса4епйс Ргезз (1961). 

76. Ве1сват4 Р., В1осви. В1орвуз. Асйа, 41, 368 (1960). 


‚ 292 (1954, 
‚ 3864 (1951) 
У., 1. Аше, 


В1о]. Свет, 


1964). _ 
3. Ава, 21, 


‚ Втома С. В., Апп. М.У. Асаа. Зс1., 


. бБше111е В. 


111е В. М. $., В1освет. У., 89, 486 
Стат ЕТ 8 ВЫ Эр ВАН. 1. 1088) 
"Блутазоп У М., беобызв Мед. 1., 8, 87 (4963). х 18 
г Рау: азот 9. М№., Тве Моесщаг Ваз1з оЁ Меораза, р. 420, Ошуегз у 


Биосинтез мононуклеотидов 191 


. Ветсь 
(19 


ата - 
60). Р., Ви%ь ег Г.., Влосви. В!орвуз. Асйа, 37, 554 


. Ве:свата Р., 1. в; 
. Мооте Е. С., ото Суть. 287, 3513 (1962). 


Ве! свага 


; Р., 7. В1о]. Свеш., 238, РС2244 (1 
. Ве! свага р: 5 , (1963). 
вор м. 47 101. Свет., 


, 239, 3436, 3445 апа 3453 (1965) 
е { ь 
г а. аи. 2 о Н., Сагго] 1 Е., Вгомп С. В., 


зез оЁ Або Фо Атё. 2, 185 (1954); Ргос. 
Ргос., 15, 823 (1956). опис Епегру, 12, 485 (1955); Ее4. 


.› Т. В10]. Свеш., 233, 189 (1958). 

Т. Вю]. Свеш., 233, 193 (1958). 
Р., 7. В101. Свеш., 234, 1244 (1959). 
М., Ее4. Ргос., 47, 245 (1958). 
Р., Езё Богп В., 1. В19. Свет., 188, 839 (1954). 
Вепб5. $., В1освпи. В!орвуз. Ача., 25, 667 (1957). 
Нау\К!тз С. В., В!осым. В1орвуз. Аба, 26, 


‚ ед. Ргос., 47, 235 (1958). 
Мавразат!К В., У. В10|. Свеш., 226, 351 (1957). 
. 0., Наг1Бегё В. В., Сап. Вез., 19, 654 (1959). 


7 
Е 
Е 
о 


Ва 


Кам шеп 


‚ Егтеакгы М., Т1]зоп О., 4е Воъегфз \., 1. В1о1. Свеш., 


220, 627 (41956). 


. ЕггеакК!т М., \ооа Н., $. В19. Свеш., 220, 639 (1956). 
‚ МсО цафе Н. А., Ег!еаК!п М., Азсь1зо0т А. А., Ехр. 


Сей Вез., 11, 249 (1956). 


. Бм К. Н., М! пп1сЕ Т., Ехр. СеЙ Вез., 7, 238 (1954). 
. Тау! ог У. Н., Мооаз Р. 5., НиеЪез У. Г., Ргос. Маз. Асад. 


5с1. УУазв., 43, 422 (1957). 


. Ра1пфег В. В., Еогго Е., дт., НиеВез \. [., Майше, 181, 


328 (1958). 


‚ Ратког НЫ. Ая ы Е 181, 274 (1958). 

. Са! 1 9. С., В1091. Вий. 443, з 

Я ее Е. У., Ро%ффег У. В., Т. Ва. СЪем., 233, 478 (1958). 
.„Мапфзау!тоз В., Сапе!11аК{3з Е. 5., 7. В1ю. Свеш., 234, 


628 (1959). 


„Рау! Азот У. М№., бше111е В. М. $8., Ке!г Н. М., МсАгд- 


182, 589 (1958). ти 
т ЕЕ ет ь Н. №, Рау! азот Т. М., В!освйт. 
1 р ‚ 35, 389 (1959). ; 1 
И и М.5., @ \ а р р., Ке1г Н. М., В1сваг Язь, 
Ве!1 О., Рау! азот Т. №., В1освша. В1орВуз. Аса, 37, 243 
(1960). 


„Ме! ззшап 5. М... Зше!11е В. М. 8., Рам] Т., В!освйи. 


В!орБуз. Асйа, 45, 101 (1960). (1963). 
4 


о! Техаз Ргезз (1962). 


ТатКк К. С., МесШаг Сепейсз, Рагё Г, 153 (1963). (Молекулярная 


тенетика, М., «Мир», 1964, стр. 


168.) 
а. Ргос., 47, 691 (1958). 
ь ны г -А в а. Мс вап Ме. ВиП., 23, 401 (1957). = 
В ы $1 от у. ВЙ Те Моесщаг Ваз!з оЁ Меораза, р. 367, Ошуегз у 


о{ Техаз Ргезз (1962). 


Глава Х Ч 
№. ею 


445. Кпох \. Е., Ачегьасв у. Н., 11 Е. С. С., Рвузо]. Веу, 
36, 164 (1956). 
446. Уупраагфет Т. 


417. вах В., Тье Вевщамоп о! Сей  МебаЪоЙзш, р. 


’ 305 
(С. Е. №. \Уозепвоие ап С. М. О’Соппог, Е43.), Гопдоп, Свиге] 
4959). 
418. да р. в., Ку 5., Утоову, 22, 498 (1964). . 
119. Ве: свага Р., Сапе! 1аК!3 7. М., Сапе! акК1з Е. 3. 
В1освйиа. В1орвуз. Аба, 44, 558 (1960). : 
420. Могг:з №. В., Е: зсВег С. А., Вост. В1орВуз. Аба, 42, 183 
4960). р 
424. ма п . ъ -Рефегзеп А., В!0освеш. В!орвуз. Вез. Сошш., 3, 392 
4960). 
фа. |. епом Н., В!освна. В1орБуз. Аба, 35, 412 (1959). 
123. Ма|еу С. Е., Ма1еу Ё., 1. В101. Свет., 235, 2964 (1960). 
124 Сгоззшат 1, На\укК!тз С. В., В1осьши. В!юрвуз. Айа, 26, 
657 (1957). 
125. Ве: съата Р., В1обвйт. В1орвуз. Аба, 27, 434 (1958). 
126. Несьё Т.. 1., Ро%фег У. В., Сапеег Вез., 16, 999 (1956). 
127. Роффег У. В., Р! №0 Н. С., МсЕТуа А. В., Могзе Р. А., 
Еед. Ргос., 19, 312 (1960). 
128. Ма1еу С. Е., Ма!Теу Е., 7. В101. Свеш., 324, 2975 (1959). 
129. Ма1еу Е., Ма1еу С. Е., 7. В101. Свеш., 235, 2968 (1960). 
130. Зсагапо Е., Та|1аг!со М., Вопадисе Г., 4е Рефёго- 
се1 113 В., Майе, 186, 237 (1960). . 
434. Роз ег У. В., МеаБоНс Соп\то! Месвап1зтз 11 Апипа| Сез, Майо- 
па| Сапсег Таз иие Мопортарь, №. 43, р. 111 (1964). 
432. Ма1еу Е., Ма1еу С. Е., МебаБоНс Сопёго! Месвап1зтз 1 Апиа! 
СеЙз, Майопа! Сапсег азы йце Мопойтарв №. 13, р. 417 (1964). 
433. Роффег У. В., Р1 фо Н. С., Опо Т., Могг1з Н. Р., Сапсег Вез., 
20, 1255 (1960). 
434. о и у С. Е, Ма!еу Е, В1освни. В!орвуз. Ама, 47, 181 
435. Во11пш Е. У., Роб ег У. В., Г. В10. Свеш., 233, 478 (1958). 
436. Во11пш Е. У., Роф ег У. В., Сапсег Вез., 19, 561 (1959). 
437. Мапузат{: поз В., Сапе! 1акЕз Е, $5., Г. В101. Свеш., 234, 
628 (1959). 
438. Сапе11акуз Е. $., ТаЁ Ре 1. 1., Мапёзау1тоз В., Кг 
Ком Т. 5., Г. В19. Свеш., 234, 2096 (1959). 
439. г я и Во] агзК! Т. В., В1освет. В1орВуз. Вез. Сошт., 
440. \Ме1ззшат 5. М., Раи!1 Т., Тфошзоп В. У., 5$ше!11е 
В. М. 8., Рау! зоп ФТ. М., В!юспем. Т., 76, ЧР (1960). 0. 
444. КТВ $., Утавез, Мис1е!с Ас!з ап4 Сапсег, р. 296, ВаНйтоге, УУПШат 
ап@ УИШатз (1963). 
142. Сереть В. А., Робфег У. В., Еед. Ргос., 23, 268 (1964). 
143, К1ь. Ррирьз Ь. В., Р:екагзКЕ Г. 1., В1освеш. В/орвуз. Ве5- 
Сошш., 8, 72 (1962). 
144. Медиз1 ап В. В., ЗоКИЕК У. К., В1освеш. В1орвуз. Ве. бот, 
о ИУ & 1, 847 (1962) 
Е а]е ., Ма]1е . Е., В1освешизту, 1, И 
146. Гуез т. Н., А р; А; 3, В а у. в. Г. Ва. Свет, 
238, 1467 (4963). 
147. Вге16шав Т. В., В1обвна. В:орьуз. Асва, 67, 153 (1963). 
448. Вгезп1сК Е., Каг] аа В. Т., Сапсег Вез. (1964). 


В., АзЬф оп р. М., Майше, 183, т 


жх Биосинтез мононуклеотидов 


т 193 
А 149. Вгезп1сКкК Е 
\ . 1 Е : т 
И ети. 6. Бодо В зрное вова Коха, Н. Р.И 
ж Г \ ть . Блорвуз. Вез. Сопии., 16, 278 (1964). 
ОИ А 150. ОКазак! В., Когпрего д., 7. Во 5 4 
ыы ча, АЕ, Ем ый 7. В10]. Свеш., 239, 275 (1964). 
м р , а : Е’ к - о } ыы о СВеш., 237, РС3311. (1962). 
ы "бои. 6, 985 (1964 -$ 0551 М., В1освет. В1орпуз. Вез. 
к | 153. Г1ерегмат Г., 7. В101. Свет., 222, 765 (1956). 
К ь 154. В. В., Кашшепт Н. 0., 7. Во. Свеш., 235, 443 
3. у 155. Ма1еу С. Е., Ма|1еу Е. т. в: 
с 1 №, у Е., Г. В1о1. Свеш., 239, 1168 (1964). 
че, 156. Во} атзК1 т. В., НТаб Н. Н., Мабиге, 188’ 2 (1980. 
: д уа Е омепзфе1 Г. М., | . 
Со, 1 1 49, 101 (1959). п Совет Р. Р., Сапсег Вез., 
). 158. Робцег У. В., Сапсег Везеагсв, 24, 1085 (1964). 
М (1980 
РА, Аа, 
58), 
356), 
отзе р 
Э (1959), 
3 (1960). 
„ @ Рейе 


за] СеПз, № 


ззтоз [о Ао 
чит (198. 
р., Салон 


р 


7. 13 Дж, Дэвидсон 


ГЛАВА Х1 
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РЕПЛИКАЦИЯ И БИОСИНТЕЗ ДНК 


Процесс репликации 


По современным представлениям, в последовательности нуклед- 
тидов в молекуле ДНК заключена генетическая информация, или 
«код». Поэтому понять механизм образования и воспроизведения 
ДНЕ в клетке чрезвычайно важно. Не удивительно, что по этой 
проблеме высказано очень много предположений М—4]. Все они 
исходят из следующей гипотезы: ДНК, очевидно, является актив- 
ной основой гена; следовательно, ее биосинтез должен заключаться 
в воссоздании точной копии существующей молекулы. В пользу 
этого предположения говорит то обстоятельство, что ДНК, 
синтезированная с помощью ферментной системы Корнберга 
(стр. 207), по нуклеотидному составу идентична ДНК, взятой 
в качестве затравки. На модели Уотсона и Крика легко себе 
наглядно представить, каким образом происходит репликация 
ДНК. Представим себе короткую двойную спираль ДНК с такой 
последовательностью оснований, которая показана на фиг. 64. 
Предположим далее, что цепи ДНК раскручиваются и отделяются 
друг от друга, образуя две отдельные одинарные цепи (фиг. 64, 
посредине). Теперь допустим, что каждое из оснований одинарной 
цепи способно присоединять к себе комплементарно новые дезокси- 
нуклеозидмонофосфаты (либо ди-, либо трифосфаты) при помощи 
таких же водородных связей, которые существовали в исходной 
двойной спирали ДНК. И наконец, допустим, что новые моно- 
нуклеотиды полимеризуются и образуют полинуклеотидную цепь 
(фиг. 64, внизу). Тогда мы получим в конечном итоге две полные 
двухцепочечные спирали ДНК. В каждой молекуле одна цепь 
берет свое начало от исходной молекулы, а вторая образуется 
ВНОВЬ. 

Несмотря на привлекательность этой гипотезы, ряд возникших 
затруднений не позволяет принять ее в такой простой форме. 
В частности, трудно представить себе, каким образом могут рас- 
крутиться цепи такой длинной спирали, как молекула ДНК, хотя 
несколько возможных решений этой проблемы кажутся весьма 
остроумными [5, 6, 150, 151, 163]. Для разделения каждых 10 пар 
оснований молекуле надо повернуться один раз вокруг своей оси. 
Тогда для полного разделения цепей молекула должна вращаться 
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Фиг. 64. Схема разделения двух це- Фиг. 65. Результаты опыта Мезель- 
пей ДНК и образования дочерних сона и Сталя (см. текст). 
молекул ДНК путем образования Черные нити соответствуют субъеди- 
новых цепей на каждой из родитель- ницам ДНК, меченным №5, белые — 
ских. субъединицам, несущим №4. 


всегда в одном направлении; это достигается с помощью своеобраз- 
ного «шарнирного» механизма в стартовой (или конечной) точке, 
в результате чего неудвоенная часть цепи может свободно вращать- 
ся. Кроме того, была рассмотрена и квантовомеханическая сторона 
таких процессов [464, 168]. 
Несмотря на все эти затруднения, имеются веские доводы 
в пользу сохранения каждой цепи ДНК при репликации. Наиболее 
показательны изящные опыты с Ё. сой, выращенной на среде 
с тяжелым азотом [40]. Четырнадцать поколений выращивали 
на среде, содержащей 96,5% № в виде М№Н.С1, что позволило 
интенсивно «пометить» ДНК по азоту. Затем клетки пересадили 
на среду, содержащую МИН,С1, и брали пробы на содержание №5 
Ем 
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в ДНК по мере размножения бактерий с интервалом в нескольн, 
поколений. Каждую пробу обрабатывали додецилсульфатом нат, 
рия и центрифугировали в градиенте плотности СС при 
140 000 & в течение 20 час, чтобы дать возможность ДНК Достиць 
седиментационного равновесия. Полосы ДНК были обнаружены 
в градиенте хлористого цезия при плотности 1,71 г/см?; они Хоро- 
шо отделились от всех остальных макромолекулярных компонен. 
тов бактериального лизата. Положение полос ДНК определялось 
в ходе центрифугирования по поглощению в ультрафиолете. 

В начале опыта ДНК представляла собой одну-единственную 
полосу, соответствующую нуклеиновой кислоте, интенсивно мечен- 
ной по азоту. Затем начали появляться макромолекулы с половин. 
ным содержанием №5, и в течение одного поколения после пере- 
садки на №“ обнаруживались только такие меченные наполовину 
гибридные молекулы, как №14 — №5. Потом стали находить мечен- 
ные наполовину (№ — №5) и немеченые (только №14) молекулы 
ДНК. После периода времени, соответствующего двум поколени- 
ям, меченные наполовину и немеченые молекулы ДНК обнаружи- 
вались в равном количестве. В последующих поколениях накапли- 
валась немеченая ДНК. Более того, при нагревании гибридные 
молекулы №" — №5 разделялись на две цепи, одна из которых 
содержала только М№М, а другая — №5. 

Эти опыты показывают, что во время синтеза ДНЕ все име- 
ющиеся молекулы разделяются на две субъединицы (фиг. 65}, 
каждая из которых дает начало другой дочерней молекуле. Вторая 
субъединица каждой дочерней молекулы возникает путем синтеза; 
эти субъединицы не подвергаются дроблению на части и не изме- 
няются в течение многих поколений. 

Результаты описанного опыта, проведенного Мезельсоном 
и Сталем [10], согласуются с полуконсервативной моделью репли- 
кации ДНК, по которой под двумя субъединицами подразумевают- 
ся две одинарные цепи спирали ДНК, предполагаемые гипотезой 
Уотсона и Крика. Эта точка зрения подтверждается эксперимен- 
тально тем, что связи, Удерживающие гибридные субъединицы 
между собой, разрываются в том же интервале температур, в кото- 
ром рвутся водородные связи между основаниями в двухцепочеч- 
ной молекуле ДНК при полном ее «плавлении». 

Однако было выдвинуто и иное предположение [44—13]. Воз- 
можно, что в быстроделящихся клетках ДНК состоит из четырех 
цепей и ее репликация происходит консервативным путем. Тогда 
субъединицы гибридной ДНК — это не одинарные цепи, а двой- 
ные спирали, причем отдельные цепи двойных спиралей остаются 
при «плавлении» соединенными вместе. Чтобы выяснить этот 
вопрос, была предпринята попытка [44] изучить в щелочной среде 
процесс «плавления» гибридной ДНК, одна из субъединиц которой 


ях накапли- 
г гибридные 
из которых 


ТК все име 
с (фиг. 65), 
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была мечена 5-бром 
ВВ урацилом. Ок: 
их ить о аивруи что субъединицы скорее 
о ма г цепи, а не двойные спирали. 
уровне хромосом также го 
сервативной репликаци Н Питание 7-2 Чен 
к ции ДНК. ДНК хромосом Е. сой метили 
нони прослеживали ее репликацию обычными радио- 
ель им путем [7, 8]. Оказалось, что количество трития 
ов в Болеро вновь синтезированной ДНК соответствует 
2 одной вновь синтезированной й 
и рованной цепи в дочерней 
одре в период синтеза ДНК получали в качестве специфи- 
- го предшественника ДНК меченный тритием тимидин [15]. 
о время деления обе дочерние хроматиды оказались мечеными. 
днако к следующем цикле удвоения, когда Н3-тимидин был 
удален, обе эти хромосомы дали, как и предполагалось, по одной 
меченой и одной немеченой хроматиде. 


Репликон 


Понятно, что наряду с механизмами, регулирующими наличие 
предшественников ДНК (гл. Х), клетка должна иметь приспособ- 
ления, специфически регулирующие скорость и ритм процесса 
репликации. Некоторый прогресс был достигнут при изучении 
этих явлений на бактериальных системах, на фагах и других бак- 
териальных эписомах. (Термин эписома употребляется для обозна- 
чения необязательных генетических структур, содержащих ДНК, 
которые могут существовать в бактериальной клетке или как 
автономная единица, или как компонент, объединенный с бакте- 
риальной хромосомой.) 

Генетический анализ показал, что у Е. сой генетическая инфор- 
мация распределена вдоль линейной бактериальной «хромосомы», 
которая может принимать форму кольца (стр. 72); считают, что 
репликация начинается с одной определенной точки и происходит 
постепенно, по мере продвижения вдоль хромосомы. Жакоб 
и Бреннер [46] считают, что отдельный генетический элемент, 
например бактериальная хромосома или эписома, образует еди- 
ницу репликации, или репликон, которая может быть скопирована 
только целиком. В некоторых отношениях это напоминает оперон 
при транскрипции (284), за исключением того, что, как мы уви- 
дим в дальнейшем, он контролируется системой скорее поло- 
жительной, чем отрицательной регуляции. 

Репликон несет две специфические детерминанты: а) структур- 
ный ген (СГ), контролирующий синтез специфического инициато- 
ра, и 6) репликатор, или оператор репликации, на который 24 

позволяя тем самым копировать ДНК, при 


действует инициатор 
ыы к репликатору (фиг. 66). Оба эти фактора специфичны 
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о — 


в том смысле, что инициатор, продуцируемый каким-либо ОДНИМ 
репликоном, например репликоном фага, «узнает» репликатор 
именно этого фага, но не репликаторы других фагов или бакте. 
риальной хромосомы. 

Далее предполагается, что у таких бактерий, как, например, 
Е. сой, структурный ген продуцирует инициатор в определенный 
момент цикла деления. Роль инициатора при этом может выпол- 
нять специфическая ДНК-полимераза или иной фермент, участ- 
вующий в репликации. Он действует на бактериальный реплика- 
тор, копируя расположение его нуклеотидов, и затем осуществляет 


Фиг. 66. Схематическое изображение репликона. 


репликацию вдоль циклической бактериальной хромосомы до тех 
пор, пока не будет скопирована вся структура и цикл не завер- 
шится [47]. 


Ферментативный синтез ДНК; 
фермент Корнберга 


В настоящее время мы считаем, что цепи ДНК сохраняются 
в процессе репликации. В таком случае детальное выяснение 
механизма образования комплементарных ценей зависит от успе- 
‘хов в изучении тех ферментативных реакций, с помощью которых 
формируются нити ДНК. Этот вопрос неоднократно рассматривал- 
ся разными авторами [48—23, 152]. 

В 1956 г. Корнберг и его сотрудники продемонстрировали 
синтез ДНК в бесклеточной системе, полученной из клеток Е. сой, 
находящихся в экспоненциальной фазе роста. В присутствии 
АТФ и М2?+ СИ-тимидин (специфический предшественник ДНК) 
включался в кислотонерастворимую фракцию, представляющую 
собой, по-видимому, ДНК, поскольку после обработки дезокси- 
рибонуклеазой этот осадок уже не осаждался в кислой среде. 
Используя меченый тимидин и прослеживая его судьбу, рас- 
фракционировали экстракт из бактерий и выделили киназную 
систему, превращавшую тимидин в тимидинтрифосфат (дТТФ). 
Затем в качестве субстрата стали брать меченый дТТФ и выделили 


ДО тех 
завер- 
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после многократной (несколько тысяч раз) очистки фермент 
ществляющий включение ТТФ в ДНК [24—27] а мы 
В дальнеиших экспериментах были использованы этот очищен- 
ный ферментный препарат и дТТФ, меченный либо по углероду 
тимина в положении С-2, либо по фосфору в ближайшей к тимину 
фосфатной группе. Было показано, что для интенсивного включе- 
ния дТТФ необходимо было присутствие трифосфатов всех четырех 
оснований, а также наличие ионов магния и ДНК-затравки. 
(В первых опытах в качестве затравки использовали ДНК из 
зобной железы теленка.) При этом наблюдалось превосходное 


о АТФ в ры ть а приводятся данные о включении 


Добавки Р32-ДНК, мимкмоль 
дЦТФ (без затравки) 0,0 
ИТФ 2,5 
дЦТФ -- дГТФ 5,1 
дЦТФ -- дГТФ + дТТФ 15,7 
дЦТФ -- дГТФ -- ДТТФ | дАТФ 3300,0 


Использованная в этих опытах инкубационная смесь (0,3 мл) 
содержала 5 ммкмоль дЦТФ (ЦФ*ФФ, 7,2-107 имп/мин на 1 моль) 
и по 5 ммкмоль остальных дезоксинуклеозидтрифосфатов, а также 
1 мкмоль Ме], 20 мкмоль глицинового буфера с РН 9,2, 10 мкг 
ДНК и 3 мкг очищенной «полимеразы» из Е. сой; инкубацию вели 
в течение 30 мин при 87°. 

Если отсутствовал какой-либо трифосфат, или М8, или 
ДНК-затравка, то включение было очень слабым. Точно такой же 
эффект был обнаружен при предварительной обработке затравки 
дезоксирибонуклеазой. Дифосфаты дезоксирибонуклеозидов не 
заменяли соответствующих трифосфатов. Использование очищен- 
ного ферментного препарата позволило синтезировать такое коли- 
чество ДНК, что его можно было измерить обычным чисто хими- 
ческим путем. Увеличение количества ДНК в опыте в 10—20 раз 

говорило о том, что 90—95% выделенной ДНК возникло за счет 
добавленных извне дезоксирибонуклеозидфосфатов. 

ДНКЕ-полимераза, или дупликаза, иными словами — ДНЕ- 
нуклеотидилтрансфераза (к. Ф., 2.7.1.1.), получена теперь 
в виде чрезвычайно чистого пренарата [28, 97| из экстрактов 
Е. со. Этот препарат однороден и не разделяется при седимента- 
ции, хроматографии и электрофорезе на крахмальном геле. Очи- 
щенные препараты содержат нуклеазы, и только на последних 
этапах очистки от полимеразы удается отделить так называемую 
экзонуклеазу Ш (ДНК-фосфатаза-экзонуклеазу, стр. 95). Даже 
наиболее чистые препараты еще содержат некоторое количество 
экзонуклеазы Ш (стр. 94), причем соотношение между активно- 
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ты 


стями экзонуклеазы П и ДНК-полимеразы в процессе фракциони. 
рования не меняется. Пока совершенно непонятна такая тесная 
связь между этими экзонуклеазами и ДНК-полимеразой; Вместь 
с тем следует отметить, что в очень чистых препаратах ДНК-поли. 
меразы из Вас из зиб Из [29] экзонуклеазной активности нь 
обнаружено. 

Для изучения ДНК-полимеразы чаще всего используют вытях:- 
ки из ряда микроорганизмов, особенно из Ё. сой; однако фермент 
этот имеется и в тканях млекопитающих. Как и следовало ожидать, 
ДНК-полимераза наиболее активна в экстрактах из быстро раз- 
множающихся клеток, о чем свидетельствуют приведенные ниже 
данные о включении Н3-тимидина в ДНК в экстрактах из разру- 
шенных ультразвуком тканей кроликов и цыплят [34]. 

Удельная радиоактивность 


ДНК на 1 мкмоль фосфора 
Ткань ДНК, имп/мин 


Костный мозг кролика 
Зобная железа кролика 
Аппендикс кролика 
Печень кролика 

Почки кролика 
Зародыш цыпленка 


В 1 м4 использованной в этих опытах реакционной смеси содер- 
жалось: 0,1 М фосфатный буфер с РН 8,1, 50 мкмоль глюкозы, 
2,5 мкмоль АТФ, 2,5 мкмоль НАД, 4 мкмоль МэС1ь, 500 мкг ДНК, 
20 мкмоль МаС1 и 2 мккюри Н3-тимидина. Инкубацию проводили 
в течение 2 час. 

Основные исследования по изучению ДНК-полимеразы были 
выполнены на клетках асцитной опухоли [30—35, 105], на регене- 
рирующей печени крысы [36—38, 102—104], на зобной железе 
теленка [34, 39—42], на лейкозных клетках мышей [106], на гепа- 
томе Новикова [107] и на Т,-клетках [145]. ДНК-полимераза, 
выделенная из животных тканей, не очищена пока в такой степени, 
как препараты, выделенные из микроорганизмов. ДНК-полимера- 
за очень чувствительна к повышению ионной силы раствора; при 
концентрации солей, превышающей 0,1 М, ее активность падает 
примерно в 2 раза [39, 101]. 

Большое значение имеет природа затравки. Исходя из име- 
ющихся данных, можно думать, что одноцепочечная (денатуриро- 
ванная) ДНК должна быть активнее в качестве затравки, чем 
двухцепочечная (нативная). И действительно, предположение это 
подтвердилось при работе с первыми препаратами ДНК-полиме- 
разы из Е. со, с ДНК-полимеразами из животных тканей 
и с полимеразой, индуцированной; при заражении Ё. сой бактерио- 
фагом Т2 (стр. 245). Не удивительно, что прекрасной затравкой 
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для полимеразы оказалась о 
‘ра: но 
и дноцепочечная ДНК, выделенная 
опытах й Й Й 
В ах с нативной спиральной ДНК в качестве матрицы 


\ лимеразы наблюдается образован 
: а ие 
комплекса, который состоит из матрицы и продукта реакции. 


= отделить от матрицы путем денатурации. Полу- 
укт напоминает нативную ДНК и отличается от нее 
лишь в двух отношениях: 1) он обладает необычной способностью 
восстанавливать после денатурации свою спиральную конформа- 
о) («неденатурабильность») и 2) под электронным микроскопом 
он чаще всего виден в виде разветвленной цепочки [169]. Существу- 
ет предположение, что при репликации нативной ДНК новые 
цепи не связаны с матрицей ковалентно, а, возможно, формируется 
«многошпилечная» или «складчатая» структура, восстанавлива- 
ющая свою спиральную форму после денатурации [447]. И дей- 
ствительно, отнюдь не исключено, что фермент Корнберга не 
обязательно является самым важным участником синтеза ДНК 
в живой клетке. 

Если нативную ДНК обработать экзонуклеазой ПТ, образуется 
частично одноцепочечная молекула (стр. 95). С помощью поли- 
меразы она может быть реставрирована в нативную двухцено- 
чечную молекулу. Вновь синтезированная ДНК ‘ковалентно свя- 
зана с 3’-гидроксильным концом деградированной цепи матрицы. 
Полностью реставрированная ДНК близка к исходной нативной 
ДНК по форме молекулы (на электронных микрофотографиях), 
по результатам анализа в градиенте плотности, по способности 
к денатурации и по генетической активности [148]. Во время 
синтеза ДНК, идущего вслед за фазой реставрации молекулы» 
образуется структура, не связанная ковалентно о она 
напоминает продукт, полученный на нативной д в качестве 
матрицы, по своей А т неденатурабильности 

тической . 

Е 

ы полимеразы, вызывают частичную 
даже очищенные О едюа ДНК, что позволяет исполь- 
деградацию нативной ет ого рода не полностью очищенных 
о дева и не нашла экспериментального под- 
системах. Однако эте зы самая высокоочищенная полимераза 
тверждения; во-первых, 


: пей о на нативную и на дена- 

ействует одинаков >: 

п ак, ы во-вторых, для полимеразы из В. зи Из, 
: 4 


ю В вак- 
злой нуклеазы, нативная пееефыл даные медь 
равкой. исутствии частично деградированной 


г п 
Действие полимеразы в пр но на ферментных препаратах 


имуществен м 
И еее о, ур 43]. Полимеразы из тканей млекопита- 
3 жЖивотны ’ ’ 
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ющих относительно неактивны, если затравкой Служит нативи 
двухцепочечная ДНК. Однако они с готовностью исп 
одноцепочечную ДНК фага $ Х174 или полидезоксириб 
тид, образованный из нативной ДНК после максимального разры. 
ва водородных связей. Для этой цели нативную ДНК обрабатыва. 
ют щелочью или кислотой или же нагревают и затем быстро 
охлаждают, чтобы свести до минимума рекомбинацию разделенных 
цепей. Обработка ультразвуком сама по себе не дает нужного 
эффекта, так как вызывает преимущественно разрыв двойной цепи, 
а не отделение цепей друг от друга. Все это свидетельствует, 
по-видимому, о том, что основным свойством затравки является 
наличие одинарной цепи полидезоксирибонуклеотида, которая 
и выполняет роль матрицы при репликации. 

С другой стороны, кратковременное воздействие незначитель- 
ного количества ДНК-азы Г на нативную ДНК [43] приводит 
к усилению ее затравочной активности (табл. 16). По-видимому, 


ОлЬЗуют 
ОНУклец. 


Таблица 16 
Затравочная активность ДНК при различных воздействиях [43] 


м оитеть Преимущественный 
ная затра- 
о п рНЕ а способ включения 
тивность нуклеотидов 


Контроль (без обработки) 


0 
Кратковременное воздействие ДНК-азы 4 Концевой 
Тепловая денатурация 7 

1 


у Репликативный 
Короткое, воздействие ДНК-азы с после- Репликативный 
дующей тепловой денатурацией 


и ви ан | 


3’-гидроксилконцевые г 


случае следует 
работает не как матрица, 


Наиболее эффективно модифици 
аботке ДНК-азой 


от друга цепи, цы, но и многочисленные 
свободные конц на которых происходит терминальное 
(концевое) добавление новых нуклеотидов (табл. 16). 


олица 16 
ях [43] 


гущественный 
б включения 
клеотидов 
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оображения, довольно трудно 
осуществляется репликация 


структуры, т. е. на обеих цепях, отделенных друг от друга, проис- 
ходит репликация; их можно рассматривать как своеобразные 


Ф | ФФ ты ФФФ ФФф |Ф| ФФ 
ОН ОН 
Осн. Осн. 
Осн. 


Осн. Осн. Осн. Осн. Осн. Осн. Осн. Осн. 
‘Осн. Осн. Осн. Осн. = Осн. Осн. Осн. Осн. 
сн. 


ФФ Ф | ф Осн. — Осн. ФФ] ФФ 
> ож 


< > 0. бен: 

<^ ии 
<^ 0 
<^ би 


Осн. 0н——_ 


й й цепи 
Фиг. 67. Вероятный механизм формирования новых цепей на каждой це 
`У-образной молекулы ДНК. 


=|е|=|® 
81519 =. 
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одную 
«точки роста». Новая цепь ДНК, Арика ое = ЖЕ р 
3’-гидроксильную группу, к которои моя Пре ии В 
нуклеозидтрифосфат. И же. я и 
трифосфатной ь 

- ому, оканчиваться : горой 
ыы к. ры 3’-гидроксильная группа ар уса 
ре теж Было бы очень интересно выяснить, моет ыы карма 
и обоими способами, т. е. рисовлииЯ -: т т 
ак показано на фиг. 67 слева и справа. и 

зто ДНК полимераза способна использовать и ну 

что - 


аты. 
ительные субстр Е 
ти ив — это фермент, оранНАЯ Ана 
р. Адм Р руководствуется» ААА ЗАО тм 
= и честно воспроизводит ее стро уе .поатучАКРА, 
н о ийся продукт действительно явля ры 

= . 
д а в я ит ряд усормоинниЯ дан оч 
затравки, говор с ДНК-полимеразои из № тя 
й ей м 
об г ша составляет только 5% вс 
разом, 


Ч а 
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в конце эксперимента, то образованная ДНК сходна по Свои 
физическим свойствам с ДНК, выделенной из природного ато, 
риала. Молекулярный вес обеих ДНК, определенный по коэффи. 
циенту седиментации, составляет 4—6 млн. Структура синтези_ 
рованного продукта, по-видимому, также обусловлена Водородны. 
ми связями; он подвергается «плавлению» (стр. 75) аналогично 
природной ДНК. 

2. Более того, если взять дезоксирибонуклеозидтрифосфаты. 
содержащие аналоги оснований, можно синтезировать «уродливые» 
ДНК [26]. Например, дезоксиинозинтрифосфат (дИТФ) встает 
на место дГТФ, но не может заменить дЦТФ, дАТФ или дТТФ. 
Точно так же 5-бромодезоксиуридинтрифосфат и 5-бромодезокси- 
цитидинтрифосфат могут включаться в синтезируемую ДНК толь- 
ко вместо трифосфатов тимидина и дезоксицитидина соответствен- 
но. Закономерность заключается в том, что искусственный аналог 
включается в ДНК только в случае, если он может образовать 
водородные связи в спиральной молекуле с партнером того осно- 
вания, которое он замещает. Интересно, что дезоксиуридинтри- 
фосфат (дУТФ) может замещать дТТФ. Следовательно, отсутствие 
урацила в природных ДНК, по-видимому, объясняется отсут- 
ствием киназы, способной фосфорилировать дезоксиуридин до уров- 
ня трифосфатов; вместе с тем широко распространены киназы, 
фосфорилирующие дезоксирибонуклеозиды (или их монофосфаты) 
аденина, гуанина, цитозина и тимина. 

3. Продукт, образуемый полимеразой, имеет такое же соотно- 
шение аденина к тимину и гуанина к цитозину, что и природ- 
ная ДНК. Кроме того, характерное соотношение А — Т-пар 
к Г — Ц-парам в затравочной ДНК навязывается синтезируемому 
продукту вне зависимости от того, составляет ли чистый прирост 
ДНК 1% или 1000%. Соотношение оснований в образовавшемся 
соединении не нарушается, даже если молярные пропорции 
субстратов широко варьируют. 

4. В образующемся продукте воспроизводится та же последо- 
вательность нуклеотидов, что и в ДНК-затравке. Этот факт был 
установлен в лаборатории Корнберга [18, 20] путем анализа бли- 
жайшего соседствования (см. также стр. 234). Частично очищен- 
ный препарат полимеразы из Е. сой инкубируют с затравочной 
ДНК и всеми четырьмя дезоксирибонуклеозидтрифосфатами, при- 
чем один из них, например дАТФ, содержит Р?3? в первом (самом 
внутреннем) остатке фосфорной кислоты. В процессе синтеза 
новой ДНК Р?3? образует мостик между нуклеозидом нашего 
меченого трифосфата (А) и соседним ему нуклеотидом, содержащим 
неизвестное основание 7 и находящимся на растущем конце На 
нуклеотидной цепи (фиг. 68, А). После завершения синтеза днк 
выделяют и расщенляют ДНК-азой из микрококков (стр. 91) 


сиуридинтри- 
0, отсутствие 
тяется отсут 
дин до уроз- 
ены киназы, 
‚онофосфать) 
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иэстеразой 
нь, Рен (стр. 92) до дезоксирибонуклеозид- 
. . результате такого гидролиза Р32 остается 


‚ 
ны того нуклеотида (в нашем случае 

ел рым реагировал меченый трифосфат. 1 може 
быть любым из четырех оснований. Все нуклеотиды непениво 
с помощью электрофореза на бумаге. Затем измеряют их радио- 
активность и тем самым получают данные по относительной часто- 
те, с которой нуклеотид, первоначально меченный в положении 5 
располагается возле другого нуклеотида в новой цепи. Эту 
процедуру повторяют четыре раза, причем каждый раз берут 
другои меченый дезоксирибонуклеозидтрифосфат. Полученные 
результаты позволяют представить себе, какие сочетания двух 
соседних нуклеотидов (динуклеотидов) встречаются чаще всего 
из всех шестнадцати возможных сочетаний [45]. Данные такого 
опыта, проведенного с ДНК из Мусобасфеит ре, приведены 
в табл. 17. 

Таблица 17 


Частота ближайших соседей в ДНК из 
МусоБасетит реф [45] 


Выделенные дезоксирибонуклео- 
зид-3’-фосфаты 


Меченые 

трифосфаты 1% | Ба | в | ея 

ея ОВ О 
ТфА АФА ЦА ГфА 

в О о в о 
тфт АфТ Ц. 

ыы в И а км 
Тфг АфГ Ц 

Не оз р а рн 

А Ц 
я о о 0,090 0,122 
В сумме 0,126 0,164 0,337 0,337 


О О Ка = 


Приведенные данные позволяют сказать следующее: ре 

а. Получены все теоретически возможные шестнадцать бли: 
жайших пар, причем частота их сильно варьирует. пы. 

6. Пол енная частота ближайших соседеи значительно = 
чается от фл частоты, которой следовало бы ыы м м 
расположение нуклеотидов было совершенно ра а т 
м лучайном распределении нуклеотид : 
в о ь сет бы быть одинаковой. В действительности те 

У 

и ф АТ (во втором ряду таблицы) гораздо выше, ыы ы> Е 
Ана вый ряд). Следовательно, расположение нуклеотид 


й ности. 
подчиняется определенной закономер 


в. В образовавшихся продуктах наблюдается эквивале | 
соотношение А : ТиГ: Ц, о чем говорят суммы те В Колонка | 
Тем самым подтверждается, с одной стороны, о основанное. 
использованного аналитического приема, а с другой — полная 
репликация ДНК-затравки. 


НТНоь 


Фиг. 68. Метод анализа ближайшего соседствования. 


г. Из полученных результатов следует, что во вновь синтези- 
рованной ДНК прои 


сходит образование пар оснований и что 
обе ее цепи характеризуются противоположной полярностью 
[467]. 


По модели Уотсона — 
суща противоположная п 
что каждая цепь может в 


и родительской ДНК. Р 
за ближайшего соседствования, 
Например, последовательность А: 


подтверждают этот механизм. 

фА встречается так же часто, 

акая же закономерность наблю- 

г: .‚ Соответствие остальных последова- 

тельностей зависит от того, обладают ли цепи двойной спирали 

экной полярностью (фиг. 69). 5 

й полярности цепей должно наблю- 
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При одинаковой же полярнос 
с 
а. ти цепей будут подбираться сле- 


ТФА и Афт 
ЦфАи ГФТ 
ТФА и Цфт 
ТфГ и АФЦ 
АФГ и ТфЦ 
ЦфГ и ГфЦ 


Эксперимен 

тальные данные (т 7) 

т абл. 

тивоположной полярности а ВТ) ое 


Последовательности АфА 
в обеих моделях г ТфТт, ЦФЦ и ГФГ подбираются 


Фиг. 69. Возможное строение молекул ДНК с одинаковой (справа) и про- 
тивоположной (слева) полярностью цепей. 


д. Приведенные данные о частоте ближайших соседей относят- 
ся ко вновь синтезированной ДНК. Чтобы проверить, действитель- 
но ли частота ближайшего соседствования в этой ДНК точно отра- 
жает частоту ближайшего соседствования в нативной ДНК-затрав- 
ке, был поставлен специальный опыт. Таким же методом анали- 
зировали частоту ближайшего соседствования во вновь синтези- 
рованной ДНК, но в качестве затравки взяли не нативную ДНК, 
а ДНК, полученную предварительно ферментативным путем, 
в которой только 5% составляла исходная ДНК-затравка из зоб- 
ной железы теленка. Результаты этого опыта (табл. 18) показыва- 


ют, что частота ближайшего соседствования в синтезированной 
ив ДНК, полученной на нативной 


в опыте ДНК такая же, как 
ДНК-затравке. ДНК из других ‘источников дали совершенно 
иные результаты. 
Следовательно, мо 
зирует ДНК с цепями про 


;жно утверждать, что ДНК-полимераза синте- 
тивоположной полярности и что после- 
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| 1 

Табл ица 1 8 

| Частота ближайшего соседетвования в нативной и синтезированной ДНК 
И из зобной железы теленка [45] 


В качестве затравки ис. 

В качестве Зарание, днк из Зобно 

ближайших соседей | пользована нативная ка, синтези. 
И из зобной железы теленка | Рованная ферментативных 


| путем 
| | 
АФА | ТФА 0,089 | 0,053 0,088 | 0,059 
и АфГ | ТФГ 0'072 | 0,076 0,074 | 0,076 
И АФЦ | ТЦ 0,052 | 0,067 0,051 | 0,064 
| АфТ ТФТ 0'073 | 0,087 0'075 | 0,083 
| 
ТфА | ЦФА 0,064 | 0,064 0,063 | 0,078 
гфг | цфг 0,050 | 0,016 0,057 | 0,01 
фи | Ц 0,044 | 0,054 0,042 | 0,055 
гфт | цфт 0,056 | 0,067 0,056 | 0,068 


довательность оснований в матрице при ферментативном синтезе 
полностью воспроизводится. 

Теперь мы можем представить себе общую картину фермента- 
тивного биосинтеза ДНК. Он протекает в три стадии: 

1. Образование дезоксирибонуклеозидмонофосфатов. 

2. Их фосфорилирование до трифосфатов при участии соответ- 
ствующих киназ. 

3. Полимеризация трифосфатов в ДНК под действием полимера- 
зы (нуклеотидилтрансферазы) в присутствии ионов магния и соот- 


ветствующей затравки. Схематически этот этап можно представить 
<ледующим образом: 


п, ОАТФ АМФ, 
+ 
п, ЭГТФ ЭгмФ., 
+ ДНК +Мд?* + (п: +12 +п; +п. )ФФинерг 
п; ОЦТФ ЭЦМФ, 
—- 
| оттФ ЭТМФ, 
м 
| 4 
_ р ОЕ ото —4 
и 


| 


НОМ Синтез 
фермента. 
и: 


в. 
ии 00т8е" 


Е поли 


ния #00 
представи" 


| фи 
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В механ ‹ 
Е =. синтеза ДНК участвует нуклеофильная атака 
пирофосфатом дезоксирибонуклеозид-5’-фосфата 


о он 
б-р о_В-о_р-5 РСТ % И 
Й КА = Роя 


Фиг. 70. Механизм действия ДНК-полимеразы- 


гидроксильной группой (в положении 3) на растущем конце поли- 
дезоксирибонуклеотидной цепи (фиг. 70). В результате этой реак- 


Фиг. 74 Упрощенна схема механизма репликация ДНК по Корнбергу- 
еский пирофосфат и полинуклеотид- 
ется неорганич 
ции ие — на одно звено. Как и следовало ожидать, эта 
ная цепь у, 


ом. Схематически весь процесс 
тся пирофосфат 
реакция тормози 


изображен на фиг. 1 
14 дж. Дэвидсон 
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Концевое и неконцевое включение 


Известно, что в присутствии только одного меченого трифосфи. 

та включение его в ДНК протекает очень медленно (стр. 199 
Однако, если радиоактивность этого трифосфата достаточно вели. 
ка, интенсивность его включения может быть все же точно ИЗ. 

| рена. Если пометить таким путем ДНЁ-затравку с помощью 
| только одного С14-дЦТФ и затем обработать ее дезоксирибонуклея_ 
зой П и диэстеразой селезенки (гл. УТ), то 66—70% радиоактивно- 
сти обнаруживается в виде меченого дезоксицитидина (фиг. 72, 1) 


х 
Уж Ц Ш г хцц 


т * 
| и .} | ‚| | . || К“ 
с их 

| 1 


Фиг. 72. Концевое и неконцевое включение одной молекулы дЦМФ. Диэсте- 
| раза из селезенки разрывает связь в точке 6, диэстераза змеиного яда — 
| в точке а. 
| 


а остальная — в виде меченого 3’-дЦМФ. Можно предположить, 
что включение заключается в добавлении одного или двух 
дЦМФ-остатков к нуклеозидному концу ДНЁ-затравки [27]. Эта 
точка зрения подтверждается опытами с диэстеразой змеиного 
яда, которая последовательно освобождает 5’-дезоксирибонуклео- 
тиды с концов молекулы ДНК, начиная с нуклеозидного конца. 
Если дать метку только в виде дЦТФ, меченного по самому внут- 
реннему атому фосфора (дЦФ*ФФ),то диэстераза змеиного яда 
быстро отщепит от ДНК почти все радиоактивные нуклеотиды 
в виде кислоторастворимых веществ, прежде чем гидролиз зайдет 
настолько далеко, чтобы в заметных количествах обнаружилось 
вещество (фиг. 72 11), поглощающее ультрафиолет. Когда в ДНК 
вводят метку в виде Р3?-дЦМФ, то после гидролиза продукта 
ДНК-азой П или диэстеразой селезенки до 3’-дезоксирибонуклео- 
тидов метку обнаруживают во всех 3'-дезоксирибонуклеотидах. 
Следовательно, фермент может присоединять меченый дЦМФ 
к концевым дАМФ, дГМФ, дЦМФ и дТМФ (фиг. 72, 1/1). Если 


[Ф. Дис" 
ого Яд 
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о время вкл 
== р ры метки реакция протекает между меченым 
ным (фосфорилированным) концом цепи ДНК 


иг. ИРИ то пос а 
Быт ры сле гидролиза эстеразой змеиного яда Р8? 
=: ным только с дезоксицитидином. 

котракты из тканей животных содер 

ато держат фермент, осуществ- 

ляющий добавление нуклеотиди. с 
- дильных звеньев к концам полинук- 

леотидных цепей. Обычная ДНК-поли 
ие ПеЗоннне мераза требует присутствия 
ДНК г. дезоксирибонуклеозидтрифосфатов, ионов магния 
и затравки, представляющей собой одноцепочечный поли- 
а на котором собирается новая, комплементарная цепь. 
оэтому фермент можно назвать «репликационным» ферментом; 
его активность подавляется при отсутствии одного или нескольких 
трифосфатов. Второй фермент, описанный в 1962 г. [46], катали- 
зирует включение концевых нуклеотидных звеньев в молекулу 
ДНК-затравки за счет отдельных трифосфатов. Он не стимули- 
руется добавлением остальных трех трифосфатов, но цистеин 
усиливает его активность. Его можно назвать концевым или тер- 
минальным ферментом [47, 48]; его можно использовать при био- 

синтезе полидезоксиадениловой кислоты [49]. ‹ 

При измерениях активности обоих ферментов различия заклю- 
чаются в следующем: инкубационная смесь для «репликационного» 
фермента должна содержать все четыре дезоксирибонуклеозидтри- 
фосфата, причем один из них, дТТФ, метится по самому внутрен- 
нему атому фосфора. Для концевого фермента достаточно иметь 
в опыте только один трифосфат, т. е. меченый дТТФ. 

Деятельность обоих ферментов различается очень резко, что 
хорошо видно при сравнении образующихся веществ. Продукт, 
синтезированный с помощью концевого фермента, был обработан 
фосфодиэстеразой змеиного яда, последовательно ме 
нуклеотидные звенья © 3’-гидроксильного конца цепи. За 4 час 
97% включившейся метки перешло в О соеди- 
нения, причем эти нуклеотиды составляли лишь % Е ри 
зированного полинуклеотида. Отсюда и что несть 
концевое включение меченого нуклеотида. © другой р , 

егося под действием «репликационного» фер- 
продукта, образовавш л 
свобождалось только 55% радиоактив- 
мента, за то же время вы з 
р Отсюда следует, что значительная часть включившейся 
и кализована на концевом участке ДНК или возле него. 
а трировать разницу между обоими фер- 
Очень легко продемонстрир 
онный состав среды. Изучение этих ферментов 
ль ори иях ионов магния и калия показало, что 
а реа го из ферментов находится при разных 
оптимум действия каждо 


ия и калия в растворе. 
к иях ионов магн 
очбниоико нинбоНЫ четкие различия между обоими ферментами 


ина О, хорошо известного 
тствии актиномиц ь 
наблюдаются в прису мя 


У 8 -* =. 
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ингибитора ДНК-полимеразы и ДНК-зависимой РНИК-полимераз 
(стр. 234, 235). Действие актиномицина О заключается в блокиро. 
вании поверхности цепи ДНК-затравки путем присоединения 
к остаткам гуанина. Таким образом, актиномицин Ш являет, 
мощным ингибитором «репликационного» фермента. Вполне логич. 
но предположить, что актиномицин Р окажет гораздо меньший 
эффект на концевое включение; он будет тормозить присоединение 
метки только к тем молекулам затравки, которые содержат 
дезоксигуаниловые остатки на 3’-гидроксильном конце или возле 
него. Действительно, оказалось, что два фермента обладают совер- 
шенно различной чувствительностью к актиномицину П [35]. 

Относительная активность обоих ферментов колеблется в зави- 
симости от ткани организма. «Репликационный» фермент при- 
сутствует в больших количествах в таких органах, в которых идет 
активный синтез ДНК (зобная железа, аппендикс, опухолевые 
клетки), и в малых количествах в таких тканях, как печень. 
«Концевой» фермент гораздо слабее представлен во всех тканях. 
Наиболее богата им зобная железа, в частности у телят [43]. 
Пока не ясно, в какой степени это свойство отражает своеобразные 
физиологические функции зобной железы. 


Сополимер д(А—Т) 


Если инкубировать ДНК-полимеразу в присутствии дАТФ, 
ДТТФ и ионов магния, но без ДНК-затравки, то образуется инте- 
ресный полимер, содержащий аденин- и тиминнуклеотиды [18, 
50]. Полимер начинает синтезироваться только после лаг-периода 
в несколько часов; затем процесс протекает с большой скоростью. 
Синтез заканчивается лишь после того, как будет использовано 
60—80% трифосфатов. Если такой полимер выделить и затем вне- 
сти его как затравку в среду в присутствии ДНК-полимеразы 
и двух из четырех дезоксирибонуклеозидтрифосфатов, то будет 
наблюдаться очень быстрый и интенсивный синтез идентичного 
полимера. 

Образовавшийся полимер будет содержать равные количества 
аденина и тимина независимо от того, была ли внесена затравка 
или нет. Анализ частоты ближайшего соседствования показал, что, 
в то время как последовательности АфТ и ТфА встречаются 
с частотой 0,5 каждая, последовательностей АфА и ТФТ обнару- 
жить не удалось. Значит, полимер состоит из чередующихся 
остатков А и Т. С 

Молекулярный вес полимера колеблется в пределах от 2.108 
до 8-108, что следует из определений вязкости и коэффициента 
седиментации. При 71° полимер быстро «плавится», что сопро- 
вождается увеличением поглощения при 260 ммк на 37%. При 
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хлажден 

м о пюлаете полная обратимость процесса. Эти физи- 

НР ой олимера, а также данные рентгеноструктурного 

есь ют предположить, что молекула полимера пред- 

и что цепи сен ри иных. о СЫ, 

ть ‚ааа. с другом водородными связями, возникаю- 

одной цепи и тимино Й 
О существовании так а 
кого природного поли 

ВК) р мера уже упоминалось 
Если рый синтезировать олигонуклеотиды [465], содер- 

жащие по 6—14 последовательностей (отд (А—Т)з до д-(А-—Т),), 


ТАТАТА _Реплиащия > ТдтТАТА 
5'ФАТАТАТ 
Скольжение 


ТА ТАТА Репликация ТАТА ТА 
5-ФАТАТАТАТ 5`'ФАТАТАТ 


Фиг. 73. Сополимер Фиг. 74. Возможный механизм действия 
д-(А—Т) — слева и сополи- д-(А—Т)з в качестве матрицы (показана кур- 
мер (дГ): (дЦ) — справа. сивом). Вновь образованная цепь (прямой 
шрифт) движется, скользя вдоль матрицы 
и освобождая новую пару оснований для даль- 

нейшей репликации на них. 


с чередующимися дезоксиаденилатными и дезокситимидилатными 
остатками, то такие олигонуклеотиды могут служить затравкой 
при образовании д (А—Т)-сополимера [54], причем затравочная 
активность таких олигонуклеотидов прямо пропорциональна их 


длине. 


Корнберг и его сотрудники [54, 149] предположили, что меха- 


низм, обусловливающий затравочную активность такого олиго- 
нуклеотида, как д (А—Т), носит следующий характер (фиг. 74). 
На первом этапе происходит репликация матрицы, причем образо- 
вание новой цепи начинается © 3'-гидроксильного конца матрицы. 
Затем вновь образованная спираль «плавится» и вновь «отжигает- 
ся» таким образом, что в результате освобождается уро матри- 
цы, делая возможным дальнейшую репликацию. результате 
такого соскальзывания новая цепь сдвигается вдоль матрицы 
сразу на целое звено АТ, что обеспечивает условия для правиль- 
ного образования пар оснований. Повторяющиеся афер 
акты репликации и соскальзывания и рва ^ 
короткой матрице длинный полимер Я (А—Т). Процесс эт 
.. атуры: в то время как д (А—Т), лучше 
ыы. о 10°, д (А—Т) гораздо продуктив- 
ВСТО раб", поскольку он связан со своей репликой множеством 


водородных связей, что затрудняет. скольжение. 


в о 9 
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(дГ):(дЦ)-сополимер 


Полимер, отчасти похожий на д (А—Т), можно получить при 
инкубации полимеразы в среде с высоким содержанием дГТФ п 
и дЦТФ в присутствии ионов магния. Как и при образовании 
полимера д (А—Т), в начале реакции наблюдается лаг-период, 
составляющий несколько часов; его можно избежать, если исполь. 
зовать продукт реакции как затравку. В результате синтезируется 
полимер, содержащий гуанин и цитозин, причем соотношение 
обоих оснований в полимере не всегда одинаково. Анализ ближай- 
шего соседствования показывает, что последовательности ГфГ 
и ЦФЦ встречаются с частотой 0,5 каждая. При мягком кислотном 
гидролизе освобождаются все дГМФ, но не выделяются дЦМФ. 
Судя по данным о седиментации и вязкости, полученный полимер 
сходен с д(А—Т)-полимером, однако температура «плавления» 
его несколько выше (83°). Эти данные находятся в полном соответ- 
ствии с утверждением, что молекула нашего полимера состоит 
из двух гомополимеров: одного, содержащего только гуанин, 
и второго, содержащего только цитозин. Оба полимера на протя- 
жении всей длины связаны водородными связями (фиг. 73). Две 
цепи, очевидно, могут быть различного размера, потому что коли- 
чества гуанина и цитозина неэквивалентны и потому что интенсив- 
ность включения ДГТФ и дЦТФ может быть различной. 

Можно также получить подобные полимеры, содержащие ана- 
логи пуриновых и пиримидиновых оснований. Например, в обоих 
цепях д (А — Т)-полимера тимин можно заменить бромурацилом, 
что приведет к синтезу д (А — БУ)-сополимера. Если же такая 
замена произойдет только в одной цепи [18], то образуется гибрид- 
ный сополимер д (А — Т) :д (А — БУ). 


Репликация одноцепочечной ДНК 


Одна из очень интересных проблем заключается в том, каким 
образом воспроизводит саму себя одноцепочечная ДНК фага 
$Х174 [51—54]. В опытах ш уЙто эта ДНК, безусловно, являет- 
ся превосходной затравкой для ДНК-полимеразной реакции. 
В результате этой реакции возникает двойная спираль, каждая 
цепь которой может служить затравкой при дальнейшей реплика- 
ции. Существование такой двухцепочечной репликативной формы 
т У1уо было доказано в опытах, в которых бактериальные клетки, 
выращенные на среде с РЗ! и ММ, заражали фагом, меченным Р 
и №5. Затем из таких зараженных клеток выделяли ДНК во вре- 
мя ее репликации. При анализе в градиенте плотности оказалось, 
что ДНК имеет двухценочечное строение, причем обе они ры 
жат некоторое количество меченых атомов, доставшихся и 


М соответ. 
А Состоит 
’ Гуании, 
на протя- 
73). Дв 
ЧТО КОЛИ: 
тнтенсив- 
Г. 
щие ана- 
В обоих 
ацилом, 
ке такая 
‚тибрид" 
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ага-родителя. Плот } ы 
ь- > ине Зо вые тяжелой фракции соответствова- 
ТА вето мой для ДНК меченного №5 фага 
ф2 , щую обычную одноцепочечную структуру. Легкая 
ее плотность, характерную для гибридной ДНК, 
ДНК ЗВУх пен одна из которых представляет собой 
‚ а другая — М“-ДНК. Эта гибридная ДНК при нагре- 
вании ведет себя так же, как обычная двухцепочечная ДНК. Судя 
по ее составу, пары оснований обеих цепей соответствуют друг 
другу. Такая репликативная форма ДНЕ может быть использова- 
на для заражения бактериальных протопластов в той же мере 
что и одноцепочечная ДНК фага $Х474. Считают, что репликатив- 
ная форма представляет собой двухцепочечное замкнутое кольцо 
[55—57, 98]. 

Очевидно, что на некоторых стадиях развития фага происходит 
возврат к одноцепочечной форме. Поскольку в зараженной клетке 
нет фонда одноцепочечных молекул, следует считать, что одинар- 
ные цепи включаются в фаговое потомство в тот момент, когда 
оно возникает. 


Синтез ДНК в клетках Езсйетаса сом, 
зараженных фагом 


При заражении клеток Е. сой Т-четными фагами вся организа- 
ция клеток изменяется таким образом, что в них продуцируется 
новая, фаговая ДНК, отличающаяся от ДНЕ хозяина тем, что 
она содержит оксиметилцитозин (ОМИ) вместо цитозина 
(стр. 157). Такой поворот событий приводит к образованию 
в зараженной клетке новых (фиг. 75), весьма интересных фермен- 
тов [18, 58—65, 100]. 

а. Уже через несколько минут после заражения возникает 
фермент оксиметилаза, превращающий дЦМФ в оксиметилдезокси- 
цитидинмонофосфат (дОМЦМФ). 

б. Примерно в тот же промежут 
фосфорилирующая дОМЦМФ до 
(дОМЦТФ). 


ок времени образуется киназа, 
соответствующего трифосфата 


Ни один из этих новых ферментов не был обнаружен в клетках, 

зараженных фагом Т5, который не содержит ОМЦ. 
В зараженных клетках значительно возрастает активность 
ТМФ, и дГМФ, но не наблюдается 


киназ, фосфорилирующих м 
усиления активности ДАМФ-киназы. Большая активность этих 


ферментов обусловлена их новообразованием, причем новообра- 
зованные киназы можно отличить от киназ клеток хозяина, дей- 


ствовавших до заражения- 

в. Образованию ДНК хозяина препятствует появление = 
фосфатазы, которая превращает дЦТФ в пирофосфат и дЦМФ. 
Последний используется затем как субстрат для оксиметилазы. 
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т ыы п 


г. Известно, что при заражении Т-четными фагами ИДУ, 
руется пять различных глюкозилтрансфераз. ы переносят Е, 
козные остатки от уридиндифосфатглюкозы на Ц фаговой ДНЕ 
в соотношениях, приведенных в табл. 15. Глюкозилаза, найде 
в клетках, зараженных фагом Т2, переносит глюкозные остатка 
на ОМЦ в а-конфигурации. После заражения фагом к продуцл. 
руются две глюкозилтрансферазы: одна добавляет ГЛЮкКоЗилЬный 
остаток в ОМЦ в о-положении, а другая — в В-конфигурации. 


ННая 


‚ДНК хозяина _ ЭЦтТФ 
о Пиро- 

ак в фосфатаза 
5. 


ое: думФ “ацмо 
| а | Окси- 
> метилаза 
| \ к р 
АМФ эгмх эдтмФ эомицмхФ 
Киназа Киназа Киназа Киназа 


1 
! 
Г 
1 
1 
1 
1 


дАТФ 9ГгтФ эттФ домитФ 
п. 
"уиероаа 
ДНК 


Фаговая дНК 


Фиг. 75. Ключевые ферменты, участвующие в образовании ДНК Т-четных 


фагов. 


При заражении фагом Тб также об 
разы; одна из них п 
к ОМЦ в о-положении, а другая добавляет к эт 
остатку второй, причем между глюкозилами воз 
гурация. 4 

д. Кроме того, заражение фагом приводит к появлению новой 
полимеразы. Она отличается от полимеразы клеток хозяина по 
своим антигенным свойствам и по поведению на фосфоцеллюлозной 
колонке. Новая полимераза обладает также большей чувствитель- 
ностью к ингибирующему действию п-хлормеркурбензоата и по- 
иному реагирует на различные затравки. Возникший после зара- 
жения фермент практически инертен, если в качестве затравки 
взята нативная ДНК, но достаточно активен при использовании 
РАНоОЩЕВ Ас равни наврело м Л Ы Е В-этом- отношении он сходен 
с полимеразой клеток млекопитающих (стр. 201, 202). 

На фиг. 75 схематически показано влияние фаговой инфекции 
на ферментные системы. Очевидно, у большинства клеток, как 
бактериальных, так и животных, эффект вирусной инфекции 


разуются две глюкозилтрансфе- 
рисоединяет моноглюкозильный остаток к 


ому глюкозному 
никает В-конфи- 
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заключается в образовании новых полимераз (ДНК-полимеразы 


РНК-полим 
п еразы, стр. 248), а не в усилении синтеза полимераз 
характерных для клеток хозяина. я 


Мутации и мутагены 


аи ны Е. различными путями. Например, 
ут быть заменены другими или вовсе 

выпасть из молекулы; кроме того, в цепочку ДНК могут включать- 
ся новые основания. Случайные ошибки при нормальной дуплика- 
ции ДНК дают начало спонтанным мутациям. Такие ошибки 
встречаются удивительно редко [66, 1614]. Частота спонтанных 
мутаций зависит от температуры, РН, состава питательной среды 
ит д. Однако частоту мутаций можно значительно увеличить, 
если подвергнуть клетки действию ультрафиолетового или ионизи- 
рующего излучения (стр. 221) или же определенных химических 
веществ, получивших общее название мутагены. К мутагенам 
относятся аналоги оснований, некоторые красители акридинового 
ряда, алкилирующие агенты, некоторые антибиотики, уретан, 
тидроксиламин и азотистая кислота. Азотистая! кислота успешно 
применяется при изучении мутаций у некоторых вирусов, напри- 
мер вируса табачной мозаики (стр. 154 и 275). 

Мутагенным веществам посвящена обширная литература [66— 
68, 408]. Поскольку хорошо известно, что между синтезом ДНК 
и размножением клеток существует тесная связь, в настоящее 
время предпринимается много попыток подавить деление клеток, 
особенно во вновь формирующихся (неопластических) тканях, 
веществами, способными ингибировать биосинтез нуклеиновых 
кислот. Это направление может оказаться особенно перспективным 
в изыскании средств для лечения рака. Мы уже отмечали 
(стр. 476), что азасерин и антагонисты фолевой кислоты ре 
зуются как ингибиторы синтеза пуриновых и пиримид 2 
нуклеотидов. Сейчас мы рассмотрим некоторые другие потечь 
применяемые для торможения синтеза нуклеиновы? 


и вызывающие искусственные мутации. 


Аналоги пуриновых и пиримидиновых 
основании 


атории аналоги легко включа- 
__ Некоторые понт оказывать сильное мутагенное дей- 
оиеь 1661. К наиболее важным иже и реале 
ся галоидзамещенные пиримидины. ата м катит 
может замещать тим т реше: >, е же ечающейся доволь- 
ном. Если БУ находится в енольной форме, встр 
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но редко, он может образовать пару не с аденином, а с Ганин, | 
Это в свою очередь приведет к ошибке при включении или р 
репликации, заключающейся в замене пары А — Т на Т >. 
и наоборот. 

Было испытано действие многих аналогов пуриновых И При, 
мидиновых оснований на рост, особенно в связи с проблемой хе 
терапии рака (подробные обзоры см. [67, 69—74, 99, 109, 110} 
Эти соединения обычно становятся на места соответствующих п 
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Фиг. 76. Строение некоторых аналогов пурина и пиримидина. 


оснований в молекулах нуклеиновой кислоты. Мы уже упоминали 
о биосинтезе «уродливых» ДНК, содержащих аналоги оснований 
(стр. 204). 

Действие «посторонних» аналогов (фиг. 76) может быть, по 
краиней мере в некоторых случаях, двояким: 

1. Как правило, они блокируют некоторые стадии биосинтеза 


в 4-азауридинмонофосфат. Последний и оказывает ингибирующее 
деиствие на оротидин-5 `фосфатдекарбоксилазу, препятствуя тем 
самым биосинтезу пиримидинов [76, 71; 5-фторурацил, оказав- 


роста некоторых опухолей, пре- 
вращается сначала в свой рибонуклеотид 


нуклеотид и уже в такой форме [78] оказывает блокирующее дей- 


сетеиз и затем добавить в среду гуанин, 
ем исчезновение это 


ваний, происходящим б 


Однако такая возможность отпадает, поскольку при повторном 


эксперименте с гуанозинмонофосфатом вместо гуанина азагуанин 
высвобождается из РНК в виде нуклеозида [81]. Быстрый оборот 
азагуанина можно объяснить тем, что после включения азагуанина 
в РИК значительная часть его может быть освобождена с помощью 
рибонуклеазы в виде азагуанозин-2’,3’-фосфата. В таком случае 
аналог должен занимать концевое положение в нуклеотидной 
цепи возле пиримидиннуклеотида. Поскольку таких группировок 
обнаруживается много, одна из сторон действия азагуанина, воз- 
можно, заключается в укорачивании полинуклеотидной цепи [74]. 


Алкилирующие агенты 


Алкилирующие агенты обладают различной биологической 
активностью, в том числе мутагенностью, канцеротенностью 
и способностью подавлять рост опухолей [66, 68, 82]. Все эти 
соединения содержат одну, две или больше алкильных групи 
в реакционноспособной форме. К их числу относятся иприт, т. е. 
ди(2-хлорэтил)-сульфид, и его азотистый аналог, т. е. метил- 
и(2- ил)амин. 
рен агентов на ДНК весьма сложно. 
Известно, что они реагируют с пуриновыми основаниями, А р 
сти гуанином по М-7. Алкилирующие соединения, мн т 
реакционноспособные алкильные группы, нови ыы ея 
Ее а 

НК. оме того, алкилир : 
м нестабильных ен ира В 
те алкилированный пурин может с 
кего место ооташется пустым, Образолавийоя промнужек дибо 
сам по себе может помешать репликации д [66 тт 
заполнен каким-нибудь другим О уе Я ОНО 
могут подвергаться и фосфатные ола ОЕ в результате 
фосфатный триэфир нестабилен и может р 


разрушения связи между 
К разрыву цепи ДНК. 


сахаром и фосфатом, что приведет 
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220 ей 
Антибиотики и близкие им по деиетвию 
агенты 


Для изучения биосинтеза нуклеиновых кислот большое эн, 
чение имеют некоторые антибиотики, задерживающие рост ран, 
вых опухолей. Одним из самых удобных является актиномицин р 
(фиг. 77), образующий комплексы с гуанином ДНК и тем Самыц 
блокирующий ДНК как матрицу. Поэтому актиномицин Г) ингу, 
бирует как ДНК-полимеразу, так и ДНК-зависимую РНК-подь, 

меразу (стр. 234), причем у перво 
о СН ©№5н $ чувствительность к его действию горазло 

—м-сн, сним” ниже, чем у второй [83—89]. Так, на. 

аркозин сен | пример, если при концентрации акти. 

ур я номицина 1,0 меЕМ ДНК-зависимая 
р РНК-полимераза почти полностью по- 


=. 4-Валин 4-Валин 
| [ | | давлена‚ ДНК-полимераза ингибирова- 


со о на незначительно [90]. При образова 

т а нии комплекса между актиномицином 

сн; мн мн сн;  игуанином пептидные цепи антибиоти- 

о=с с=о ка, по-видимому, укладываются в ма- 
ых мн, Лые желобки спирали ДНК [150]. 


Митомицин С тормозит синтез ДНК 
У бактерий, вызывая ковалентное сцеп- 


о - Е 
© ление комплементарных цепей ДНК 
СН он [91—93] 
Фиг. 77. Строение актино- Действие саркомицина, очевидно, 
мицина ПО. 


заключается в ингибировании ДНК- 
полимеразы; возможно, блокированию 
подвергаются сульфгидрильные труппы фермента. В концентра- 
ции 100 мкг/мл он подавляет биосинтез ДНК на 90%, а биосинтез 
ДНК-зависимой РНК-полимеразы — только на 20% [94]. 

Алкалоид винбластин ингибирует биосинтез растворимой РНК, 
не действуя при этом на рибосомную РНК [95]. Леворфанол [160, 
162], производное морфина, ингибирует синтез рибосомной РНК 
(стр. 240). Антибиотик стрептонигрин тормозит главным образом 
синтез ДНК у ба]топейа урититит. 


Красители 


Профлавин (фиг. 78), один из красителей акридинового ряда, 
подавляет биосинтез ДНК-зависимой РНК-полимеразы: его моле- 
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Фиг. 78. Строение профлавина. 
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А НИ В ыы слоями нуклеотидных пар 
, , - Мутагенное дей Е 
в отношении фагов широко ис свой а 


поль 
щих триплетов (стр. 271). зуется при изучении кодирую- 


Действие ионизирующей радиации 


Действию ионизирующей радиации на 
на масса работ. Мы не в состоянии обс 
литературу по этой проблеме и отсылае 
НЫ ИИ, 112]. Здесь мы рассмотрим лишь действие ионизи- 
рующеи радиации на метаболизм нуклеиновых кислот, также 
подробно освещенный в литературе [113—116, 138, 139, 153]. 

Хорошо известно, что быстро растущие ткани гораздо чувстви- 
тельнеи к действию рентгеновских лучей, чем закончившие рост 
«зрелые» ткани. Сейчас считается доказанным, что облучение силь- 
но тормозит процесс клеточного деления. Поэтому можно думать, 
что облучение должно оказывать заметное действие на метабо- 
лизм и биосинтез нуклеиновых кислот. 

Давно было замечено [147—149], что после воздействия рентге- 
новскими лучами (доза 1000 г) включение меченого фосфора в ДНК 
саркомы Иенсена у крыс значительно понижается. Такое замед- 
ленное обновление ДНК наблюдалось в печени, селезенке и сли- 
зистой оболочке кишечника крыс. Если тканям дать возможность 
«отдохнуть» в течение нескольких дней после облучения, то инги- 
бирующее действие облучения оказывается очень мало снижен- 
ным. Практически ингибирующее действие рентгеновских лучей 
снимается уже через несколько часов после облучения. Описан- 
ные результаты дают основание думать, что одна из сторон дей- 
ствия рентгеновских лучей заключается в торможении синтеза 

митоза. 
рн были получены многими томкаюы кое 
изучавшими действие облучения на саркому Иенсена у зв 
зобную железу и аппендикс кроли 
регенерирующую печень крыс, бе 
ганы (120—122). Во всех случаях оказыва $ 
‚-- ь ба действует в меньшей степени, чем на ре 

Все эти данные свидетельствуют, по-видимому, о том, что о и. 
чение специфически ингибирует ети: хе а ира ле. ее 
кар о зизиклкраейм метки изучают через 
В пресет —— г . ения, то при облучении в смешанной 
мглы аоми ами к рентгеновским лучам клет- 
популяции погибают чувств о азличных типов клеток в попу- 
еж зоатьи 262 игов в составе клеточной популяции 
ляции. Вследствие этих сдв тов ок. которые обычно легко вклю- 
может уменьшаться доля тех : 


живые клетки посвяще- 
Ууждать здесь обширную 
м читателя к имеющимся 


м 


252 Глава ХТ 


м 
чали меченые предшественники прямо в ДНК. Тем самым дости. 
гается эффект замедленного включения метки в ДНК без вся, 
воздействия на биосинтез ДНК. Более того, у таких тканей, ак 
зобная железа и селезенка, облучение приводит к «утрате» Части 
клеток, что в свою очередь понижает содержание ДНК. 

Некоторые из этих осложнений удалось обойти, используя 
для работы чистый клон клеток. Так, в опытах с фибробластами 
(клон Г) было показано, что облучение подавляет деление клеток, 
не угнетая при этом синтеза ДНК. В результате образуются 
гигантские клетки, содержащие исключительно большие количе- 
ства ДНК [123—125]. 

В длительных опытах результаты многих экспериментов, воз- 
можно, объясняются просто задержкой митозов и гибелью клеток, 
и нет необходимости изыскивать какой-либо биохимический меха- 
низм, ответственный за влияние облучения на синтез ДНК как 
таковой [126]. Но в кратковременных экспериментах, т. е. при 
изучении клеток не позднее 2 час после экспозиции, пониженное 
включение метки трудно объяснить изменением в составе клеточ- 
ной популяции, и поэтому следует искать какую-то более непо- 
средственную причину. 

Как будет показано дальше (стр. 3410), ДНК синтезируется 
в делящихся клетках во время интерфазы. Временная зависимость 
между синтезом ДНК и митотическим циклом впервые была изуче- 
на с помощью радиоавтографии на клетках кончика корня бобов 
28] (Угса афа). По отношению к синтезу ДНК в митотическом 
цикле различают следующие периоды (стр. 310): период синтеза 
ДНК ($), предшествующий ему предсинтетический период (С), 
который приходится на раннюю интерфазу, затем следующий 
после 5-периода постсинтетический период (С) и следующий за 
ним митоз (О) [426, 129, 130]. Установлено, что включение Р?? 
в ДНК ингибируется, если кончик корня облучают в течение 
С.-периода [431]. Если облучение происходит во время 5-периода, 
то для подавления включения требуются гораздо большие дозы. 
Аналогичные результаты были получены в опытах с костным 
мозгом [129]. Они позволили выдвинуть гипотезу о существова- 
нии некой «системы, не идентичной синтезу ДНК, но связанной 
с ней и более чувствительной к рентгеновским лучам, чем процесс 
синтеза ДНК» [132]. Эта точка зрения нашла серьезное подтверж- 
дение в опытах с регенерирующей печенью крысы [120, 124, 133]. 

Понятно, что выдвинутая гипотеза подразумевает систему 
предшественников ДНК. Нет ничего удивительного в том, что 
в облученных клетках увеличивается количество кислотораство- 
римых дезоксирибонуклеотидов [434, 135], что можно объяснить 
либо распадом ДНК, либо накоплением ее предшественников. 
В пользу второго предположения говорят опыты по включению 
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дезоксирибонуклеозидтрифосфатов [4136]. 
дениям, облучение тормозит синтез 
предшественников, а либо из-за того, что клетка утрачивает спо- 
сооность к полимеризации, либо из-за каких-то повреждений 
в энергодающем механизме ядра [136]. В связи с этим важно 
ро а нЕ пони в д 
фапов, [187], фатов до нуклеозидтрифос- 

„Было отмечено, что облучение может оказывать и другие воз- 
действия. Например, высказывалось предположение, что под дей- 
ствием рентгеновских лучей ДНК теряет свою активность в каче- 
стве матрицы как для ДНК-полимеразы, так и для РНК-полиме- 
разы [427, 140—142]. Возможно также, что облучение каким-то 
образом влияет на способность клетки продуцировать ферменты, 
участвующие в биосинтезе ДНК. Данная точка зрения обсуждает- 
ся в ряде весьма противоречивых работ [443—146], из которых 
следует, что критическое значение в этих исследованиях имеет 
тот промежуток времени, который протекает от момента облуче- 
ния до момента взятия проб на активность ферментов. 

Очень интересен вопрос о чувствительности к облучению рент- 
теновскими лучами галоидзамещенных ДНК [158, 159]. 5-хлор-, 
5-бром- и 5-иоддезоксиуридины легко включаются в ДНК клеток 
бактерий и животных вместо тимидина, особенно в том случае, 
когда синтез ТМФ подавлен с помощью таких агентов, как, напри- 
мер, фтордезоксиуридин. В клетках, меченных бромдезоксиури- 
дином, ДНК продолжает функционировать и клетки остаются 
жизнеспособными, однако очень резко возрастает чувствитель- 
ность этих клеток к ультрафиолетовому и ионизирующему излу- 
чениям. 


Сотласно этим наблю- 
ДНК не из-за недостатка 


Действие ультрафиолетовых лучеи 


Подобно рентгеновским лучам, ультрафиолетовые рые > 
повредить клетки, особенно клетки, в ДНК а цию 
бромдезоксиуридин [158, 159]. По-видимому, этот 264 т - 
со случайными АКА а Ы и в 
Однако поврежденные таким образ к ; 
р св ивЫЕфояй, возможно выбрасывая измени оны 
стки, содержащие димеры тимина, и заменяя их ну ы 


которые были удалены из ДНК [453—457]. 
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БИОСИНТЕЗ РНК 


Тины реакций 


Полирибонуклеотиды могут быть образованы в результате 
любой из пяти типов реакций: 

1) действия ДНК-зависимой РНК-полимеразы (К. Ф., 2.7.7.6), 

2) синтеза гомополимеров из рибонуклеозидтрифосфатов, 

3) действия РНК-зависимой РНК-полимеразы, 

4) наращивания имеющихся полинуклеотидных цепей, 

5) действия полинуклеотидфосфорилазы (К. Ф., 2.1.7.8). 

Прежде чем обсуждать различные типы реакций, следует выяс- 
нить, как отличить присоединение нуклеотида к концу полинук- 
леотидной цепи (тип 4) от включения его внутрь молекулы. 


Концевое и неконцевое включение 
нуклеотидов 


Давайте предположим, что имеется полинуклеотидная цепь, 
заканчивающаяся последовательностью фХУфА, и что наряду 
с другими нуклеотидами в нее включается уридин-5 А 

Й ли 
Введенный в молекулу УМФ может быть расположен : Е 
конце молекулы — фХфУф7ФУ, либо где-то внутри нее, р 
мер — фХфУфУфИ (фиг. 79). Щелочной гидролиз а 

/ — - 

получить затем смесь нуклеозид-3 (2 )-монофосфатов ра ы 

ственный нуклеозид, образованный из концевого к р к ь 

Если УМФ был помечен С\ по основанию и присоедини =: 

полирибонуклеотидной цепи, то после и м 

ным окажется единственный нуклеозид — Ва И 
включается в середину молекулы, то при а 
« . 

ность будет найдена в Е (Рз?) и при- 

же включающиеся енный после 

р цепи, то, разумеется, выдел 
соединяется к концу , в будет радиоактивным. Ме 
щелочного гидролиза и ид.3.(2')-монофосфате, содержащем 
будет обнаружена в кач р предпоследнее место (фиг. 79). 

реке сле щелоч- 
основание 1 из ем пе © конца молекулы, то после щ 
Если же УМФ включает‹ 2")-монофосфат не будет радиоактивным, 
ного гидролиза уридин-3 (2 ) ержащий основание Х и рас- 
а нуклеозид-3’(2”)-монофосфат, сод 


1 
к 
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положенный в молекуле рядом с ним, окажется меченым, Лот, 
приведенного рассуждения основана на том предположении ( й 


кото 
и 
| 


| © м ’У" У: 2 
| 


| 

х х 

Ф. | ©. | Ф, ®, Ф.| © | ® 
| Б 


же 

и, 
в =< 
ет. 
Е. 


| Фиг. 79. Концевое и неконцевое включение одной молекулы УМФ в рибо- 
полинуклеотидную цепь (см. текст). 


рое подтверждается и другими доводами), что полинуклеотидная 
цепь удлиняется с конца, на котором находится нуклеозид с неза- 
мещенным С-3’ рибозного остатка. 


ДНК-зависимый биосинтез РНК 
(см. обзоры [1—9,189]) 


Первые данные о существовании в клетках животных и бакте- 
рий фермента, синтезирующего РНК из четырех рибонуклеозид- 
трифосфатов, появились в 1960—1964 гг. в работах нескольких 
исследователей [10—45, 167]. 

Чтобы проиллюстрировать ход реакций, приведем типичные 
опыты, проведенные Вайсом с экстрактом из ядер клеток печени 
или М1егососсиз 1узо4ей Исиз, или Гурвицем и Стивенсом с экстрак- 
тами из Е. сой. Если инкубировать неочищенный клеточный экст- 
ракт со всеми четырьмя рибонуклеозидтрифосфатами, один из 
которых помечен (14 или Р3? по а-фосфату, то метка включается 
в кислотонерастворимый недиализуемый материал. По своим 
физическим, химическим и ферментным свойствам он ведет себя 
как РНК. Он не разлагается ДНК-азой, но гидролизуется РНК- 
азой, диэстеразой змеиного яда и щелочью. При щелочном гидро- 
лизе обнаруживаются все четыре предполагаемых рибонуклеотида; 
при этом оказывается, что меченые нуклеотиды были присоеди- 
нены не к концу, а внутрь молекулы РНК. 1 

Если в реакционной смеси отсутствует любой из трех сен 
ных трифосфатов, то тогда и включение меченого трифоофата 
значительно ослабляется. Оптимальное включение происходит 
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только в присутствии всех че 


тырех т 
зрафбофьтов”на ыЩь р рифосфатов. При замене 


е дифосфаты и дезоксириб 
зидтрифосфаты обра : ы эечеищье т 
рифосф разования РНК практически не наблюдается. 


Ниже показано включенг { Р: 
з те в РНК Р?з-ЦМФ в прис 
ферментного препарата из Мсгососсиз я 172: ме 


Реакцио 
ционная смесь Включение р32-ЦМФ, ммк моль 


Полная 

Без АТФ о: 
Без УТФ о 
Без ГТФ - 
Без Ми?+ ее 01 
Без ДНК < 0,1 
С добавлением РНК-азы 0’4 
С добавлением ДНК-азы 0,2 


Полная реакционная смесь, использованная в этом опыте, 
состояла из АТФ, УТФ, ГТФ, Р*-ЦТФ, трис-буфера © РН 7,5, 
МоС5, спермидинфосфата, ДНК-затравки и фермента. Для нор- 
мального протекания реакции необходимо наличие ионов магния 
или марганца. Реакция тормозится пирофосфатом, но не подав- 
ляется ортофосфатом. 

Предварительная инкубация неочищенного клеточного экстрак- 
та с небольшим количеством ДНК-азы полностью снимает его 
активность, но при добавлении ДНК активность экстракта вос- 
<станавливается [40]. Несколькими путями удалось показать, что 
<остав образуемой РНК определяется природои ДНЬ, внесенной 
в качестве затравки. 

Например, в качестве затравки были использованы дезоксири- 
бонуклеиновые кислоты с очень разнообразным составом основа- 
ний (поли-дТ, поли д(А—Т), ДНК фага Т2, ДНК из зобной железы, 
из В. сой, из микрококков, одноцепочечная и двухцепочечная 
ДНК из фага $Х174). Оказалось, что соотношение оснований 
(табл. 19) в образовавшейся РНК полностью соответствует тако- 
вому в использованной ДНКЁ-затравке [16—18]. Так, если в каче- 

ер поли-Т, из реакционной смеси 
<тве затравки был взят полимер С 

< трифосфат, а именно АТФ 1], и обра- 

использовался только один тр , И АН 
Н иг. 80) представлял собой гибрид (ДТ) : (РА). 
И атравки использовали д(А—Т)-полимер, то 

Н стве з 

я ыы * ибонолинуклеотида были нужны только ты у УТФ 
Е л собой (У—А)-поли- 
19, 20], а возникающий полимер И Ф ия 

ее я остатками АМФ и У (фиг. 80). 

Мер © чередующи что затравочная ДНК опреде- 

НО НОЯ постав образующейся РНК, но и после- 

й со 
фа и. в ней. Этот вывод подтверждается также 
довательность основа ей [21 ^ 22], о котором мы 


пиих со 
е ми анализа ближай ; 
-. ные О! 204). Проиллюстрируем его следующим приме 
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Таблица 19 
Влияние различных препаратов ДНК на состав образующейся РНК [19] 


Содержание в полученной РНК, моль 


А+Т* 
Добавленная днк Е 15 мо и МФ та : РЕ 
ДНК фага Т2 1,86 0,31 0,34 0,18 0,17 1,85 
ДНК из зобной 35 0,29 0,31 0, 19 0, 21 1,52 


железы 
ДНК из Е. сой 1,00 0,24 0,24 0,26 0,26 0, 
ДНК из микро-| 0,40 0,47 0,16 0,33 0,34 0, 
кокков 
ДНК из Р. аеги- 0,49 0,18 0,16 0,33 0,33 0,51 


поза 
Поли-Т — 0,99 0,01 
Поли-д(А —Т) 500 0,58 0,48 — — — 


* Литературные данные. 
** Экспериментальные данные. 


ром. Возьмем систему, состоящую из полимеразы, ДНК-затравки 
и четырех трифосфатов, один из которых, например АТФ, помечен 


д р д 
ВА А----У. 
А Т----А 
ТА А----у. 
Т----А Т----А 
И 'А---- у. 


Фиг. 80. Образование рибополинуклеотидных тяжей (р) на дезоксирибо- 
полинуклеотидных затравках (9). 
Слева показан случай, когда роль затравки выполняет поли-дТ; справа — 
роль затравки выполняет поли-д-(А—Т). 


но внутреннему фосфату (фиг. 81). Образовавшуюся РНК гидро- 
лизуют щелочью таким образом, что РЗ? остается прикрепленным 
к нуклеозиду, соседнему с АТФ. Этот нуклеозид может, разумеет- 
ся, содержать любое из четырех оснований. Отделяют тогда все 
четыре меченых рибонуклеозид-3'(2”)-монофосфата и измеряют их 
радиоактивность, чтобы определить, как часто оказывается аде- 
ниннуклеотид соседом данного нуклеотида в молекуле РНК. Всю 
операцию повторяют с каждым из остальных меченых трифосфа- 
тов в отдельности и таким образом выясняют частоту всех возмойк- 
ных шестнадцати пар ближайших соседей. 

При сравнении полученных величин с соответствующими дан- 
ными для ДНК-затравки [23] между ними обнаружено прекрасное 
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соответствие (табл. 20). С 

‘абл. - Следовате 
является копией с матрицы НК аауоя В 
Таблица 20 


Частота ближайшего соседетвования в ДНК-затравке из зобной железы 


теленка и в образовавшейся РНК [21] 


Пары ближайших соседей ДНК-затравка * Образовавшаяся РНК 

АФА АфГ 0,089 0,072 

: а 0,088 0,066 

о Цфг 0,080 0,046 0,077 0,021 

т гфг 0,064 0,050 0,062 0,049 

фА УФГ 0,053 0,073 0,050 0,077 

АфУ Афц 0,073 0,052 0,076 0,048 

Цфу цфц 0067 0,054 0070 0’ 050 

ГфУ Гфц 0,056 0,044 0,058 0,044 

Уфу Уфц 0,087 0,067 0,087 0,076 


* В этой колонке данные, соответствующие У, относятся к Т (в ДНК вместо У 
присутствует Т). 


Чтобы продемонстрировать, что цепь РНК, образуемая ДНК- 
зависимой полимеразой, фактически комплементарна ДНЁ-за- 
травке, можно воспользоваться также д 
методом гибридизации. Он был разра- 
ботан Холлом и Спигелманом [24, 25]. 

Мы продемонстрируем его на примере, $-ф-Ф* 
взятом из опытов, проведенных в 1961 г. 
Гейдушеком и др. [26]. Используя в ка- 


х У А 2 
честве затравки ДНК из бактериофага 
Т2, синтезировали РНК, меченную по 
фосфору, и выделили ее центрифугиро- Ф Ф* 


ванием в градиенте плотности хлори- 
стого цезия. К ней добавили ДНЕ из 
фага Т2. Затем смесь нагревали в тече- у д 
ние 10 мин до 100°, чтобы вызвать 
разделение двух цепей ДНК. Потом ее ы* а 
медленно охлаждали и оставили при 

фА  ЦФА УФА Год 


40 на 42 час. Об образовании гибрида д 

результаты 

от- Фиг. 81. Анализ ближайше- 
го соседствования. 


В ходе «отжига» говорили 

центрифугирования в градиенте плот 

ности. Была получена всего одна тат 

; ается как - 

и Е ерениями радиоактивности. 
птич 

В контроле на холоде ( 


ений, так и изм 


12 час при 0°) была обнаружена только» 


‘актиномицина О [38—41], способного ингибировать и ДНК-поли- 


| 


=. 
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полоса ДНК, не содержавшая метки. Если были использованы 
другие ДНК, а не ДНК фага Т2, то никаких гибридов ДНК 
с РНК не получалось. Эта способность ДНК-затравки из фага То 
образовывать специфический комплекс с РНК фага Т2 доказывает 
существование полного соответствия между нуклеотидной после. 
довательностью в ДНК иРНК фага Т2, что и позволяет им сое; 
няться друг с другом в одно целое. Гибрид этот относительно 
устойчив к действию РНК-азы. В описанных условиях опыта при 
образовании гибридного комплекса исключается ренатурация 
ДНК, о чем свидетельствует, например, отсутствие какой-либо 
полосы с плотностью, характерной для двухцепочечной ДНК. 
Это говорит о том, что каждая цепь использованной ДНК может 
образовывать гибридный комплекс, а следовательно, произошло 
образование молекул РНК, комплементарных обеим цепям ДНК 
фага Т2. Следовательно, обе цепи ДНЕ могут действовать как 
матрицы или порознь, или вместе (см. ниже). 

Удобным средством для обнаружения гибридизации являются 
нитроцеллюлозные фильтры [177], пропускающие свободную РНК 
кН 64), но задерживающие гибриды РНК с денатурированной 
ДНК. 


(И- 


Образование специфических гибридов можно использовать для 
выделения комплементарной РНК при хроматографировании на 
колонках, состоящих из ДНК, закрепленной на целлюлозе или 
на агаре (стр. 34). На таких колонках улавливается РНК, спе- 
цифичная к ДНК, а остальные формы РНК проходят через колон- 
ку, не задерживаясь [27—30, 175]. Таким же путем можно срав- 
нивать различные РНК, предоставляя им образовывать гибриды 
и конкурировать за ДНК [217, 248]. ДНК-вависимая РНК-поли- 
мераза, или транскриптаза [31], осуществляющая образование 
комплементарной РНК на ДНК-матрице (иногда такую РНК 
называют Д-РНК), в настоящее время выделена из нескольких 
бактерий и хорошо очищена [32— 


37]. Она катализирует реакцию, 
которую мы условно можем изобразить так: 


п АТФ АМФи 
иТТФ МФ, 
то ЕЯ УФН НН (т пз-- п) ФФнеорг- 
®зЦТФ ЦМФи 


Для этой реакции необходимы ионы марганца, а не магния. 
Она тормозится пирофосфатом. ДНК-затравка действует катали- 
тически и дает выход РНК, в 60 раз превышающий количество 
внесенной ДНК. Реакция ингибируется низкими концентрациями 


|: 

= 
=] 
| 

ВЕ 
= 


›дную РЕК 
рированной 
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ровании й 


Биосинтез РНК 


235 


меразу, но при более высоких концентрациях (стр. 220 
мицин О действует, связываясь я 
ми остатками. Поэтому актином 


| ). Актино- 
с вы особенно с его гуаниновы- 
ицин О не блокирует РНК-полиме- 
разы, если в качестве затравки зепомьвуеня > ПА ыелнииоВ 
[38]. Профлавин же (стр. 221) подавляет синтез РНК и на д(А—Т)- 
полимере, и на (дГ) : (дЦ)-полимере [41]. 

Под действием ДНК-зависимой РНК-полимеразы помимо самих 
пуринов и пиримидинов в РНК могут включаться также и анало- 
ги этих оснований 468]. Например, псевдоуридинмонофосфат 
(фУМФ), риботимидинфосфат, 5-фтороуридинмонофосфат и 5-бро- 
моуридинмонофосфат могут легко замещать УМФ из соответствую- 
щих трифосфатов; б-азагуанозинфосфат и ИМФ специфически 
замещают ГМФ. 

Образование РНК на ценях ДНК можно с успехом продемон- 
стрировать на гигантских хромосомах слюнных желез личинок 
Ситопотиз. Некоторые участки этих хромосом могут очень силь- 
но увеличиваться в размерах, образуя так называемые пуффы. 
При помощи радиоавтографии на них легко проследить образова- 
ние РНК из предшественника — уридина, меченного тритием [480]. 
Исследование методом микроэлектрофореза дает возможность опре- 
делять нуклеотидный состав РНИ и ДНК (стр. 31); полученные 
результаты свидетельствуют о том, что образованная РНК пред- 
ставляет собой: копию лишь одной цепи ДНК [181]. Эта РНК. 
по-видимому, служит посредником в процессах передачи генети- 
ческой информации (стр. 240) [205]. 

Короткие тимидинполинуклеотиды, синтезированные химиче- 
ским путем (стр. 81), могут служить матрицами для синтеза 
аденинполирибонуклеотидов (поли-рА) под действием РНК-поли- 
меразы [482]. Интенсивность матричной активности зависит от 
длины использованного полинуклеотида. Вполне измеримую актив- 
ность можно обнаружить для тимидинового пентануклеотида; 
максимальная же активность достигается В присутствии тетраде- 
кануклеотида. Образующийся продукт представляет собой о 
из 50—100 нуклеотидов в среднем. Синтез поли-рГ происходит 
только в том случае, если ны матрица полинуклео- 
Г 5 е восьми -нуклеот . а 
А" - ники вые она нуетни 
д-(ТТЦ)., то образуется комплементарный ро Боже 9 

содержащий около м нуклеотидов, с повторяющ 
т А орибонукявотиды могут Е НИЯ синтез 
РНК с помощью РНК-полимеразы в присутствии Л: А 
Так например, тетрарибонуклеотид, сори В. 
нина, стимулирует биосинтез поли-рА на поли-А 
, 


травки [841]. 
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Матричная активность ДНК при синтезе РНК резко снижае 
если часть молекулы оказывается заблокированной тистонамр 
(стр. 286). Существует гипотеза о том, что с помощью Различных 
модификаций в структуре гистонов (например, © помощью Их 
метилирования или ацетилирования) можно воздействовать на их 
способность ингибировать синтез РНК т хо и тем самым регу. 
лировать синтез РНК в клетке [185]. 


Тея, 


Копируется одна или обе цепи ДНК? 


Известно, что нативная (двухцепочечная) ДНК является гораз- 
до более эффективной затравкой для полимеразной реакции, чем 
денатурированная (одноцепочечная) ДНК [24]. Значит ЛИ 970, что 
в процессе полимеразной реакции копируются обе цепи нативной 
ДНК? По мнению Вайсса [3], если копированию подвергаются 
обе цепи ДНК, то две образующиеся цепи РНК должны быть вза- 
имно комплементарны и могут взаимодействовать друг с другом, 


образуя двухцепочечную структуру. Именно это и наблюдается 
в действительности. 


Прямые доказательства в польз 
ДНК были получены с помощью (дГ) : (дЦ)-сополимера 


Таблица 21 


Сравнение матричной активности одноцепочечной и двухцепочечной ДНК 


из фага $Х174 в РНК-полимеразной реакции [5, 21] 


Включение рибонуклеотидов за 20 мин, ммкмоль 
ДНК-затравка 
АМФ УМФ цмх Гмх 
Одноцепочечная ДНК 
фага фХ174 «. 
Экспериментальные 1, 02 0,79 0,72 0,62 
данные 
Теоретические вели- 1,02 0,77 0,70 0,58 
чины * 
Двухцепочечная ДНК 
фага ФХ174 86 
Экспериментальные 1,16 1,10 0,87 0, 
данные | 
Теоретические  вели- 4,16 4,16 0,84 0,84 
чины * 


слены на 0с- 
*# Теоретические величины для РНК, комплементарной ДНК, вычи 
новании известного состава ДНК фага $Х174. 


т 
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в качестве затравки такого со 
полимера в образ Й 
3 ющийся рибопо- 
линуклеотид включаются и ГМФ, и ЦМФ [32] Ва. боле + ы 
доказательства были получены в оп Е кф 


ытах, в которых в качестве 
ОО ОВ ДНК из бактериофага 
^1 14 (стр. и двухцепочечную ДНК из этого фага, получен- 
ную ш уЙто с помощью ДНК-по Е 


лимеразы (стр. 244). Как видно из ата: 

полученных результатов (табл. 21), и 

одноцепочечная ДНК дает РНК, А---Т. 

состав которой комплементарен Г---Ц 

по составу этой ДНК; при исполь- Ц---Г 

зовании же двухцепочечной ДНК Т--А 

состав образованной РНК говорит з 

о том, что считываются обе цепи и += 

ДНК 12, 32]. Е. р 
Когда затравкой служит одно- у, у 


пепочечная ДНК, вначале обра- 
зуется гибрид ДНК с РНК. Толь- 


А Е РА А у. 
ко после того, как количество гы Н--щ+ыЕГ+Ц 
связанной в гибриде РНК стано- | ЕР ЦТ Г. 
вится равным количеству ДНК-за- т Т---А ти 


травки (своего рода критическая тя ри 

точка), можно наблюдать появле- 

ние свободной РНК [44, 176, 244]. Нее. 
Если же в качестве затравки ис- вы ЕЕ А ДНЕ. 
пользуется двухцепочечная ДНК затравке (внизу). 

фага $Х174 (фиг. 82), продуци- 

руется свободная РНК, а двойная спираль ДНК сохраняется 
нетронутой [42—44]. . 

Таким образом, ш УИго в опытах © очищенной РНК-полиме- 
разой копируются обе цепи ДНК. Однако ш У1уо дело, ое 
мому, обстоит иначе. На основании тенетических данных с ы -- кд 
тантами фага 'Т4 [45] и опытов © отдельными цепями Д из 
р. рпеитотае [46] можно полагать, что т У1х0 считывается толь- 
ко одна цень ДНК. Веские доводы в р что ш у1у0 
только одна цепь ДНК транскибируется в Р ТК, были ыы 
в результате инея бактерий, зараженных бак- 

ЗР8 и : 
ре": № [22 158 две цепи ДНК настолько "ен 4 
ся по плотности, что в градиенте плотности чей цез == 
на колонке с метилированным сывороточным м = 
можно разделить на тяжелую и легкую цепи ДНК. В опыт 


п уто обе цепи могут служить затравкой для РНК-полимеразной 
реакции. Однако если из 


зараженной фагом бактериальной клетки 
выделить РНК, синтезированную у1уо, то такая РНК образует 
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гибрид, устойчивый к действию рибонуклеазы, только с тяжелой 
цепью ДНК [47—49]. В пользу того, что ш уЁуо транскрибируется 
только одна из двух цепей ДНК, говорят также следующие наблю_ 
дения: в РНК, образованной после заражения клетки бактерио- 
фагом Т4, количество А не равно количеству У, а количество Ц 
не равно количеству Г [50]. 

Аналогичные исследования были проведены на клетках, зара. 
женных бактериофагом $Х174. Так, например, одноцепочечная 
ДНК, изолированная из фага $Х174, практически не образует 
гибрида с комплементарной РНК, образовавшейся шт у1уо в зара- 
женных клетках. Эта РНК, однако, может быть гибридизирована 
с денатурированной ДНК, образующейся после нагревания двух- 
цепочечной репликативной формы фага $Х174 (стр. 214). По-ви- 
димому, гибрид образуется не с исходной «зрелой» цепью ДНК, 
а со второй цепью репликативной формы ДНК [51, 52]. Эта вторая 
цепь репликативной формы служит, по-видимому, источником 
передаваемой генетической информации. Вместе с тем в условиях 
Ш УЦто в качестве матрицы, по-видимому, используются обе 
цепи ДНК [52]. 

Этот кажущийся парадокс был объяснен Спигелманом [53], 
установившим, что в опытах т уЙто обычно используют фрагмен- 
тированную ДНК. Он показал, что если препарат репликативной 
формы ДНК из фага $Х174 очистить очень аккуратно, то он 
окажется состоящим из целых двухцепочечных колец. Если затем 
для синтеза РНК использовать такие неповрежденные кольца, 
образовавшаяся РНК оказывается комплементарной только одной 
цепи, а именно той, которая комплементарна исходной, «зрелой», 
цепи двухцепочечной формы. Если же РНК получают с помощью 
ДНК, находящейся в виде разорванных на части колец, то цени 
РНК оказываются комплементарными обеим цепям ДНК. Такой 
механизм подбора цепей, видимо, является уникальной особен- 
ностью кольцевой двухцепочечной ДНК. 

Но если ш \уо копируется только одна цепь ДНК, то напра- 
шивается вопрос, в чем же заключается функция другой цепи 
[54, 209]. Копирование только одной цепи отнюдь не означает, 
что вторая цепь ДНК неактивна. Так, было показано, что РНК, 
синтезированная РНК-полимеразой в присутствии нативной (двух- 
цепочечной) ДНК, может стимулировать включение аминокислот 
в бесклеточной, белоксинтезирующей системе [55]. РНК же, 
образованная на денатурированной или одноценочечной ДНК, 
либо совсем не стимулирует включения аминокислот, либо стиму- 
ляция эта незначительна. Если такую одноцепочечную форму 
ДНЕ превратить в двухцепочечную с помощью ДНК-полимеразы 
или же путем ренатурации денатурированной ДНК, то на ней 
будет формироваться активная РНК, Следовательно, для образо- 


ПОтся 


зном [5 
| фраг 
катиВНоЙ 
НО, 100 
сли тв 
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вания биологически акту - * > 
ная структура ДНК. “вной РНК необходима двойная спираль- 
Вопрос еще б РЯ 

го ра они дос ПОСло установления роду 
пет др надосадочная фракция гомогената из В. те- 
5 : \ улирует ограниченный и асимметричный ДНК-3: 
висимый синтез РНК ш ухо [207]. пож Не а де -за- 
матрицы использовать ДНК из ф Зовачестве 


ага %, то считывае к 
т , тся только 
тяжелая цепь ДНК, подобно тому как это наблюдается ш У1у0. 


Действие гормонов 


У крыс после удаления щитовидной железы снижается актив- 
ность ДНЁК-зависимой РНК-полимеразы в ядрах клеток печени. 
При введении гормонов щитовидной железы она может сильно 
возрасти [56]. Синтез комплементарной РНК в интактном орга- 
низме животных стимулируется ростовым гормоном [57, 206], 
гидрокортизоном [58], кортизолом [59] и эстрадиолом [60, 174]. 
Гормон линьки насекомых, экдизон, усиливает образование ком- 
плементарной РНК [205]. 


Биосинтез рибосомной РНК 


Поскольку нуклеотидный состав рибосомной РНК не коррели- 
рует с нуклеотидным составом ДНК в тех же клетках, казалось 
сомнительным, чтобы и рибосомная РНК действительно образовы- 
валась на ДНК-матрице. Однако, как показали Яновский и Спи- 
телман [64—64] методом гибридизации, рибосомная РНК пред- 
ставляет собой продукт транскрипции лишь небольшой части ДНК 
бактериальной клетки [64—64]. Яновский и Спигелман выбрали 
организмы, ДНК которых резко отличается по составу от рибо- 
сомной РНК, пометили их РНК с помощью 2 ‚или НЗ и позволили 
затем клеткам находиться на нерадиоактивной среде еще некото- 
рое время. За этот период метка исчезала из быстро метящейся 
т-РНК и накапливалась в стабильной т-РНК. Затем пари воз- 
можность образоваться гибридам, после чего удалили те вой 
всю негибридизированную РНК и выделили УриОЙВИЛЫЙ ы и 
гибриды. Оказалось, что только менее 0,4% ро Д оды 
ментарно РНК из 165- и 23$-рибосом. Нери т ия 
данного организма не конкурирует за 7 ий р ны 
того, сами г-РНК из 165- и 235-рибосом берут р в нд 
тЫ НК. Это предположение орноврде- Я ри ний 
фактах: во-первых, максимальное количество 1* оби 

й брид с ДНК, различно для этих двух . а 
Ты: 165- и 235-рибосом присутствуют одно 
рых, когда 7-РНК из нтрациях, то образование гиб- 


временно в насыщающих рая 
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рида носит аддитивный характер. В-третьих, нет никак 
© том, что эти две формы г-РНК конкурируют межд 
одни и те же участки ДНК. 

Подобные же данные были получены и в опытах ск 
млекопитающих [65]. 

Аналог морфина, леворфанол (стр. 220), избирательно подав. 
ляет биосинтез ’-РНК УЕ. сой, не действуя на синтез т-РНК 
или 5-РНК [208]. 
5,6-дихлор-1-В-О-рибофуранозил-бензимидазол также 


меняется как ингибитор синтеза РНК, особенно РНК вир 
[212]. 


их данных 
У собой з 


летками 


при- 
усов 


Биосинтез з8-РНК 


С помощью метода гибридизации было показано также, что 
очень небольшая доля (примерно 0,025 %) клеточной ДНК состав. 
анных оснований в 5-РНК 
ем метилирования уже на поли- 


66—68]. Высокое содержание метилиров 
является, по-видимому, следстви 
нуклеотидном уровне [69—73]. 


Образование гомополимера 


РНК-полимераза катализирует также образование гомополиме- 
ров [74, 75]. Например, в присутствии ДНК-затравки, ионов 
марганца и АТФ образуется полимер поли-А и выделяется пиро- 
фосфат. Поли-У и поли-Ц образуются в меньших количествах, 
я уловить. ДНК, денатурирован- 
тивнее в качестве затравки для 
ивная ДНК. Реакция тормозится 
лее чем одного) нуклеотидов. 


ная нагреванием, гораздо эффек 
синтеза гомополимеров, чем нат 
полиаминами и добавлением (бо. 


Информационная РНК (2т-РНК) 


Открытие ДНК-зависимой РНК 
мени с возникновением концепции 
ной РНК, условно обозначаемой т 


-полимеразы совпало во вре- 
о существовании информацион- 
-РНК. В то время как существо- 
новлено в опытах ш уйто с бес- 
гипотеза об т-РНК основывалась на 
У!Уо бактериальных клеток, зараженных 
и незараженных бактериофагом. Информационная РНК представ- 
ляет собой комплементарную форму РНК (или Д-РНК), образую- 
щуюся под влиянием ДНК-зависимой РНК-полимеразы. Ей посвя- 
щены многочисленные обзоры [9, 76—86]. 

ервоначальное наблюдение, положившее начало гипотезе 
© существовании особой РНК, несущей функцию некого посредни- 


Уже на пот 


В ГОМОПОЛУ 
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ка в передаче генетической и 
[87], когда было обнаружено 


нформации, было сделано в 1953. г. 
фагом Т2, происхо 


м ет г Ч 7 
о ыы то в клетках И. сой, зараженных 
= тит ря образование новых молекул РНК. 
ециальный опыт, в котором эту РНК 


метили Р3? и 

жа ь т щелочного гидролиза изучали распределение 
У уклеотидах. Полученные результаты показали, что 
быстрометящаяся РНК отличается 


леотидов, полученных после 


ученные результаты можно 
считать достоверными только в том случае, если действительно 


все четыре нуклеотида метятся в равной степени или если после- 
довательность нуклеотидов в цепи нуклеиновых кислот является 
случайной [90]. 

Физические свойства т-РНК были изучены Спигелманом и его 
сотрудниками [24, 90—92]. Они показали, что т-РНК образует 
специфический комплекс с ДНК фага Т2, и пришли к выводу 
о том, что быстрометящаяся РНК, возникающая после заражения, 
представляет собой Т2-специфичную РНК, которая по нуклеотид- 
ному составу комплементарна ДНЕ этого фага. Приблизительно 
в это же время Жакоб и Моно [82, 83, 93] установили, что РНК, 
синтезируемая после заражения фагом, прикрепляется затем 
к существовавшим ранее рибосомам бактериальной клетки. Ее 
можно отделить от них, если понизить концентрацию магния при 
центрифугировании в градиенте хлористого цезия. Рибосомы, 
с которыми связывается т-РНК, образуются в клетке задолго до 
заражения. Это было доказано специальными опытами, в которых 
клетки Е. сой метили изотопами С13 и №5; затем эти пажелые 
клетки переносили в «легкую» среду, содержащую А М", 
и заражали фагом Т2. Оказалось, что т орецииНЫлЯ при- 
соединялась к «тяжелым», т. е. «старым» рибосомам.. дд чаи 
при помощи импульсной метки радиоактивной ОЕ те 
показано, что вновь синтезируемый Т2-специфичный о, о 

елых рибосомах». Следовательно, -специ- 
Зоря ово ине ия е посредника, доставившего 
фичная РНК действовала в наиеов нае ни: + 
информацию от ДНК фага Т2 к рибос у В 
енто че РНК в нормальных (неза- 
те децный ока = ий вскоре было продемонстрировано 
не р 9 95] Особенно отчетливо ее можно пока- 
р ея — () развивающимися (з6ер-4о\уп) культу- 
ик м одной с полной питательной сре- 
рами, в которых ее р ого роста, на среду бедную. В этих 
ды, благоприятной для быстр 
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условиях клетки содержат больше рибосом, чем они могут од 
зовать, поэтому синтез рибосомной РНК останавливается. Синь, 
белка, однако, при этом продолжается, хотя и медленно, а т 
значит, что в такой «замедленной» культуре должен, по-Види. 
мому, протекать и некоторый синтез т-РНК. 

На фиг. 83 показан ход постановки опыта. Бактериальны, 
клетки получали импульсную метку, т. е. их помещали на несколь. 
ко секунд в среду, содержащую такие предшественники РНК. 


Поглощение при 260 ммк 
Радиоактивность ‚имп /мин 


ЕЕ 
Градиент плотности 


Фиг. 83. Разделение различных клеточных РНК центрифугированием в гра- 
диенте плотности СзС]. 
По правой оси ординат отложена радиоактивность после импульсной метки 
(см. текст). 
Т — поглощение при 260 мк; [1 — радиоактивность после импульсной 
метки. 


как Р3?О3- или С“-уридин. Затем часть клеток отбирали и центри- 
фугированием в градиенте плотности изучали входящую в их состав 
РНК. Остальную часть культуры отмывали от метки и переносили 
на полчаса в среду, не содержащую изотопов, чтобы таким путем 
проследить судьбу меченых соединений на следующей стадии их 
обмена. 

После импульсной метки и центрифугирования в градиенте 
плотности были получены, каки предполагалось, три пика, погло- 
щающие ультрафиолет при 260 ммк. Пики эти соответствовали 
235- и 16$-рибосомам и 4$-5-РНК и ве содержали метки. Пик 
радиоактивности соответствует фракции, содержащей молекулы 
с коэффициентом седиментации между 45 и 165 (фиг. 83). Однако 
количество вещества в этой фракции слишком мало, чтобы его 
можно было определять путем измерения оптической плотности; 
этот пик соответствует т-РНК. 

С помощью градиентного центрифугирования РНК, выделен- 
ной из клетки после периода вытеснения метки, удалось показать, 


нием в тр 


ной мет 


подул 
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что для т-РНК характе 

 обометьы ит . лжительность жизни. 
и т-РНК исчезал, а радиоактивность 

ках (стр. 245). 

уклеотидов, входящих в состав 

0, что по своему нуклеотидном 

составу эта РНК соответствует ДНК (табл. 22); = РНК и, 


‹ клеток, в которых она возникает 
[79, 95]. Ее можно выделить на колонках ь 


х, содержащих соответ- 
ствующую ДНК [27, 28], или путем цент и 
прежние утем центрифугирования в градиен- 


Таблица 22 


Молярные соотношения оснований в нуклеиновых 
кислотах Езейетема сой [19] 


Нормальные клетки А ц г У (Т) 
днк 24—25 | 25—26 [25—26] 24—25 
т-РНК 25,2 26,1 31,5 | 21,7 
т-РНК 25,1 24,1 2754: | 23571 
5-РНК 20,3 28,9 32,4 | 15,0 
Клетки, заражен- 
ные фагом 

ДНК фага Т2 32 17 18 32 
т-РНК 31 6% 20 31 


При специально подобранных концентрациях магния т-РНК 
связывается с 705- и 40 $-рибосомами, образуя тяжелые рибосо- 
мы, которые седиментируют быстрее, чем свободные от т-РНК 
рибосомы [94, 96]. Несколько рибосом могут соединяться с одной 
нитью т-РНК, образуя так называемые полисомы. Полисомы мы 
рассмотрим несколько нев (стр. 280) при обсуждении роли 

ы осом в синтезе белка. 
в о - клетках т-РНК образуется, разумеется, при 
участии ДНК-зависимой РНК-полимеразы, и, ее мы ра 
тез т-РНК ингибируется актиномицином Г [97]. Доля = т 
от всей РНК клетки очень невелика и обычно составляет 1—2 % 
[79, 475, 194, 492]. Относительно ее молекулярного О что 
я. Молекулярный вес т-РНЁЕ из Е. сой состав- 
500 000 [79], хотя есть основания предпола- 
ому весу чрезвычайно 


нет единого мнени 
ляет приблизительно 
гать, что и-РНЁ по своему молекулярн 


гете 104]. | “ 
инт жизни т-РНК в жел 

но, что она разлагается под действием полину: 5%: д офор ила 

198—400]. Для бактериальных клеток, у котор д 

| 16= 
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живет в среднем 90 мин, период обновления т-РНК Составляет 
всего 4—6 сек [79]. Было рассчитано, что у В. зи #5 молекула 
т-РНК, период жизни у которой составляет в среднем 2 ин 
принимает участие в синтезе белка в среднем 10—20 раз. В клет 
ках млекопитающих т-РНК живет, конечно, дольше: 8—12 ча 
в печени крысы [183] и 3—4 час в клетках НеГа [184]. В ретику- 
лоцитах этот период, должно быть, еще длиннее. 

Короче говоря, информационная РНК представляет собой мета- 
болически активную, короткоживущую форму комплементарной 
РНК, образующуюся на ДНК клетки при участии ДНК-зависимой 
РНК-полимеразы; т-РНК переносит информацию от ДНК, т. в. 
от носителя генетической информации, к рибосомам, с которыми 
во время белкового синтеза она находится в тесном контакте. 

О выделении т-РНК на ДНК-агаровых колонках мы уже упо- 
минали (стр. 234). 

В то время как существование т-РНК в бактериальных клет- 
ках давно признано, наличие т-РНЕК в тканях животных все еще 
ставится под сомнение. Если в клетках животных т-РНК обра- 
зуется, то она, вероятно, продуцируется на ядерной ДНК, затем 
передвигается в цитоплазму и контролирует синтез белка, проте- 
кающий в цитоплазматических рибосомах. Давно уже известно 
(стр. 141), что быстрометящаяся РНК образуется в клеточном 
ядре [194—200]. Возможность передвижения целых полинуклео- 
тидов из ядра в цитоплазму ставится под сомнение [102], а мно- 
гими исследователями даже оспаривается [99, 103—107]. Тем не 
менее накопилось немало доводов в пользу существования в клет- 
ках животных информационной РНК, сходной по своим свойствам 
с соответствующей РНК из бактерий. В качестве таких доводов 
можно назвать следующие. 

1. В ядерном материале различных клеток млекопитающих 
была обнаружена быстрометящаяся фракция РНК, которая по 
молярному соотношению нуклеотидов напоминала ДНК. Эта 
фракция РНК по скорости обновления и седиментационным свой- 
ствам похожа на бактериальную т-РНК [30, 108—447]. 

2. Такая же фракция была обнаружена в цитоплазме [144, 
1445, 448—420, 178, 179] в тесной связи с микросомами [124] 
и полисомами [122]. 


3. Эта фракция стимулирует включение аминокислот [109, 120, 
122—124]. 

4. Она обладает способностью давать гибриды с гомологичной 
ДНК [425, 126]. Например, клетки асцитной опухоли Кребе И 
метили в течение 20 мин уридином, меченным тритием, затем экстра- 
тгировали всю РНК клетки и центрифугировали в градиенте саха- 
розы. К тому времени, когда основная масса РНК в клетке почти 
не успела стать радиоактивной, уже был обнаружен пик быстро- 
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Фиг. 84. Седиментационный анализ в градиенте плотности хлористого 
цезия [126]. ; 

После «отжига» с ДНК из того же источника (А) ис ДНК из зобной железы 
теленка (Б); взята меченная Н3-уридином 10$-РНК из асцитной опухоли 
Кребс ПИ [126]. 

1 — оптическая плотность; И — радиоактивность. 


Фракцию быстрометящейся РНК обрабатывали в специальных 
условиях раствором ДНК, выделенной из асцитной опухоли Кребе 
П, выдерживали в течение 2 час при температуре 57° и медленно 
охлаждали до 25—30°. Затем смесь центрифугировали в градиенте 
плотности хлористого цезия и установили, что полоса, мееетыя 
ствующая по оптической плотности ДНК, радиоактивна. это сви- 
детельствовало о том, что между цепью днк и цепью радиоактив- 
ной РНК образовался гибрид. Никакой поет в арт 
далось, если брали какую-либо чужую ДНК, например и 


зобной ленка (фиг. 84). 
бйфлнблевионие ком РНК комплементарна ДНК тех кле- 


Таким образом, фра 
ток, в ча она образуется. Эти результаты являются одним 
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из наиболее убедительных доводов в пользу образования т-РНК 
в клетках животных. 

В растительных клетках также наблюдали появление фракции 
т-РНК, образование которой связано с ДНК [127] и которая 
затем может переходить в цитоплазму, соединяясь там с рибосо. 
мами [128, 129]. Информационная РНК образуется также на 
вирусной ДНК в клетках животных, зараженных ДНК-содер. 
жащими фагами [130, 134]. 


РНК-зависимый биосинтез РНК 


Вытяжки из некоторых микроорганизмов катализируют синтез 
РНК в присутствии природных и синтетических РНК-затравок 
[132—135]. Реакция эта требует наличия не только затравки и фер- 
мента, но и двухвалентного катиона, лучше всего марганца, а так- 
же комплементарных нуклеозидтрифосфатов. Если, например, 
в качестве затравки взят поли-У, то продуктом реакции будет 
полимер поли-А. Актиномицин О не ингибирует этого процесса. 
Было выдвинуто предположение, что фермент, осуществляющий 
эту реакцию, идентичен ДНК-зависимой РНК-полимеразе. Оно 
основано на том, что фермент, выделенный из Азофофас1ег ятеёап- 
Ай, имел такие же показатели седиментации и ингибировался 
ДНК. Эта гипотеза получила подтверждение в наблюдениях Вайс- 
са с сотрудниками и Стивенса, показавших, что очищенная ДНК- 
зависимая РНК-полимераза, выделенная из М. Пузодай си 
и Езспенеа сой, «признает» РНК-затравку. 

С другой стороны, РНК-зависимая РНК-полимераза, выделен- 
ная из клеток животных, по своим свойствам значительно отличает- 
ся от ДНК-зависимого фермента [136]. В опытах с экстрактами 
из асцитных опухолей Кребе ПП количество включенного рибонук- 
леотида увеличивалось линейно по мере возрастания количества 
затравочной РНК и не зависело от источника использованной 
затравки [437]. Ферментные препараты этих экстрактов содержат 
некоторое количество РНК. Если эту эндогенную затравку разру- 
шить рибонуклеазой, которую затем можно удалить с помощью 
бентонита, то активность изучаемого фермента оказывается сильно 
ингибированной, в то время как активность ДНК-зависимой 
РНК-полимеразы в этих условиях не меняется. Добавление же 
дезоксирибонуклеазы не действует на РНК-зависимую РНК-поли- 
меразу, но угнетает ДНК-зависимый синтез. Более того, обе фер- 
ментные системы отличаются по оптимуму РН и потребности в раз- 
личных ионах. ДНК-зависимая ферментная система имеет опти- 
мум рН около 7,5; при этом ее действие усиливается добавлением 
меркаптоэтанола и ионов марганца. РНК-зависимый фермент 
активнее всего при рН 9,5, но в этих условиях ионы марганца 
и меркаптоэтанол подавляют его активность. 
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В опытах с асцитной ка е 1 

что в микросомной фракции мч. 5 было показано, 
чение АТФ, ГТФ, ЦТФ и УТФ. Эта акад е К-зависимое вклю- 
РНК зависит от актиномицина 0 в НК вы мет. 
руется -азой и стимули в. 5 
бризиаионий: 6 оиробление [133] ь- присутствии всех четырех 
Хотя приведенные данные подтверждают, но еще не доказы- 
вают существования самостоятельной РНК-полимеразы, для кото- 
рой затравкой служит РНК, наличие РНК-зависимой РНК-поли- 
меразы было отчетливо показано в опытах с клетками, заражен- 
ными РНК-содержащим вирусом, в частности на клетках асцитной 
опухоли Кребс И, зараженных РНК-содержащим вирусом ЕМС 
[137]. Репликация вирусной РНК может осуществляться несколь- 
кими механизмами. Например, вирусная РНК может индуциро- 
вать синтез ДНК, которая в свою очередь обеспечит синтез вирус- 
ной РНК. Или же возможен прямой синтез РНК на вирусной 
РНК в качестве матрицы. Чтобы установить, каким же из этих 
путей осуществляется репликация вирусной РНК в клетках, 
зараженных вирусом ЕМС, изучали активность трех полимераз: 
а) ДНК-полимеразы; 6) ДНК-зависимой РНК-полимеразы и в) 

РНК-зависимой РНК-полимеразы. 

Оказалось, что активность ДНК-полимеразы и ДНК-зависимой 
РНК-полимеразы в зараженных клетках не увеличивается. Вместе 
с тем в экстрактах из зараженных клеток резко возрастает актив- 
ность РНК-зависимой РНК-полимеразы. По последним данным 
это усиление обусловлено вновь синтезированным ферментом, 
локализованным в зараженной клетке во фракции крупных 
частиц [245]. 

Дальнейшие данные были получены с помощью рента 
Ш [4126]. РНК, экстрагированная из асцитных опухолеи роже 
и отцентрифугированная затем в сахарозном тора в 
три пика, поглощающих при 256 имк. При идентификац г 
лось, что пики эти соответствуют РНК с константами седимента 

: 48. Если клетки в течение короткого времени 

пиве ЗОВИ, ом, меченным тритием, то радио- 
{20 мин) инкубировать © уридино : — в пике 
ся только в двух пиках: меньшая 
роже дне РНК) и ббльшая — В очень небольшом 
рые и клетки, зараженные вирусом 
пике 405-РНК. Обычные клетки ео: 
езультаты- При более длительно у. 
ЕМС, дают аналогичные р ле находят не только в пике 40$-РНК, 
бации (2 час) оО лощающих в ультрафиолете. Такая же 
но и в трех п , не 
картина наблюдается в ми) был получен иной 
В присутствии а 3 80 мин после заражения 
эффект. Клетки заражали ыы ВОНИ кратковременной 
в присутствии актиномицин 
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(20 мин) метке Н3З-уридином. Метка не обнаруживалась м В Одно, 
пике, за исключением пика 45-РНК. В этом пике была обнар, 
жена слабая радиоактивность, которую можно отнести за се 
концевого включения в 5-РНК остатков цитидина, ВОЗНИКии\ 
из уридина. 

Иная картина наблюдается, если клетки обрабатывать меч. 
ным уридином через более длительный (4—5 час) срок после зара- 
жения. Если в незараженных клетках имеется всего Лишь один 
пик радиоактивности, соответствующий 45-РНК, то в заражен- 
ных, кроме того, обнаруживается радиоактивность в пике 35$-РНК. 
т.е. во фракции, соответствующей вирусной РНК. 

Если из этого пика извлечь РНК и обработать ее полинуклео- 
тидфосфорилазой, которая осуществляет главным образом фосфо- 
ролиз одноцепочечной РНК, то 355-РНК и до и после 10-минутной 
денатурации при 100 будет вести себя точно так же, как вирус- 
ная РНК (одноцепочечная). 

Приведенные результаты позволяют считать, что тяжелая 
РНК, возникающая в присутствии актиномицина ПО) через несколь- 
ко часов после заражения вирусом ЕМС, действительно является 
вирусной РНК, образующейся под действием РНК-зависимой 

НК-полимеразы. Эти данные подтверждают наличие в клетках 
животных РНЁ-зависимой РНК-полимеразы. 


же в цитоплазме Г-клеток после заражения их вирусом Менго 
[439]. Но поскольку синтез всей клеточной РНК в отличие от 
синтеза вирусной РНК происходит, вероятнее всего, в ядрах 
(стр! 244), то эта РНК-зависимая РНК-полимераза является, 
по-видимому, фагоспецифичной. Подобные результаты были полу- 
чены и в опытах с полиовирусом [241]. 


ра, зараженные РНК-вирусами, продуцируют РНК-зави- 
симую РНК-полимеразу. Этот фермент называют также РНК-син- 


личных типах клеток, зараженных РНК-содержащими вирусами 
бактерий [31, 142—146, 220], ра И животных 
94, 148 растений [201, 240] и жи 
НК-зависимый синтез РНК (стр. 161) особенно интенсивно 
изучался на культуре Азеренса сой, зараженной РНК-содер- 
жащими бактериофагами {2 или М52 [142, 443, 145—147, 169— 
173]. При заражении бактериальной клетки такими РНК-фагами 


ТЯЖЕЛАЯ 
несколе- 
ЯВЛЯеТСЯ 
ависимой 
клетках 


зано т9Е- 
м Мен 
пичие 
в Я 
свято, 
ли полу’ 
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цепях родительской РНК, служ а и 
‚› служащих затравкой; однако возмож- 
но, что в этом процессе участвует какой-то п >: Е 
включающий транскрипцию РНК на ДНК В о лоь поле 
- а ДНК. В пользу первого, 
предположения говорит множест р 
кество экспериментальных данных. 
Например, при заражении фагом № т : 
ом штамма Азспетеща сой, не 
синтезирующего тимина, выход фаговой {2-РНК в присутствии 
фторурацила не уменьшается, хотя синтез ДНК при этом подавлен 
алее присутст < . : 
д рисутствие актиномицина О) в концентрации, полностью 
угнетающей ДНК-зависимую РНК-полиме : 
ое» РНК 62 з разу, не подавляет 

6 фага М52. Наконец, РНК фага М$2 не может 
гибридизоваться с ДНК клетки хозяина ни до, ни после 
заражения. 

Более того, меченая инфекционная вирусная т-РНК сохра- 
няется без изменений в течение всего цикла воспроизведения 
вируса и может затем быть выделена из лизата [446]. Следова- 
тельно, она не включается в вирусное потомство, а служит, веро- 
ятно, переносчиком необходимой информации для синтеза фер- 
мента, осуществляющего ее собственную репликацию и воспроиз- 
ведение фаговых белков. Действительно, когда РНК фага #2 
добавляют ш уЙто к системе, синтезирующей белок, то начинается 
синтез фагоспецифичных полипептидов, из которых строится 
оболочка фага (стр. 277). Таким образом, вирусная РНК несет 
генетическую информацию и может служить информационной 
РНК без всякой дальнейшей транскрипции. 

В клетках Ё. сой, зараженных фагом М$2, меченным по фос- 
фору, уже через несколько минут после заражения образуется 
меченое соединение, устойчивое к действию РНК-азы [41711. Оно 
было идентифицировано как двухцепочечная репликативная фор- 
ма РНК фага М52 (стр. 59 и стр. 161), ВОЕН 
тепловой денатурации и температуре плавления, в р 

ифугировании в градиенте плотности серно- 
поведению при центрифу кализации радиоактивности 
кислого цезия и, в-третьих, по ых 


в одной из цепей («плюс»-цепь), ты ети 
ликативная форма, по-видимому, и 
РНК фага М$2. Эта реп ИА 


Й 74 
тична репликативной форме ДНК фага $Х1 им 
ВЕ. сой, зараженной фагом М$2, специф < 
мая РНК полимераза (РНК-синтетаза появляется >> после 
заражения и достигает максимума через 30—45 м . сане 
раза была выделена в очищенном виде из экстра р 5 


клеток и отделена от а зоны ня 


нук сфо илазы Г ь с. 
к ое бой толофермент, тесно связанный со = т. 
редставляет с0 спликативной формой фага 


й й хцепочечной реплик®”. 
я синтезирует т уго вирусную РНК фага 


ех рибонуклеозид- 
Й исутствий четыр 
№52 типа родительской в Пр 
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трифосфатов и в отсутствие повинной Нитравки. Часть обра, 
вавшегося продукта представляет собой о чечную. РН 
ничем не отличающуюся от аи формы РНК фа 
М2, образующейся ш у1уо [472]. 

Если фермент, выделенный из клеток, зараженных фагом Мо 


Г В 71 =. 
инкубировать с рибонуклеозидтрифосфатами, меченными к 
примерно половина метки, В КЛК 


+- чившейся в кислотонераствори. 
мое соединение, приходится на 
двухцепочечную РНК. Однако 
меченная таким способом двух. 
цепочечная РНК составляет 


, 
та 


ЗЕЕ 


Цепь „Двухцепочечная всего лишь одну пятидесятую 
ао и от всего количества репликатив- 


ной формы, полученной фермен- 
тативным путем. С помощью ме- 
тода отжига было показано, что 
свыше 85% радиоактивности, 


ом +- с 

| | } включившейся в двухценочеч. 
} } | ную РНК, оказалось включен- 
| } | ным в родительскую РНК фага 

| ! } М52 (в «плюс»-цепи). 
т : а основании приведенных 
"плюс”+цепи данных Очоа и его сотрудники 
Фит. 85. Репликация вирусной РНК 72, 473] пришли к о 
то. репликация вирусной РНК ро- 


зуется комплементарная «минус»- 


которой штампуется новая «плюс- Вирусной РНК действует как 


цепь (пунктир), вытесняя исходную т-РНК (стр. 2714), т. е. всту- 
«плюс»-цепь. Процесс затем много 


раз повторяется, в результате чего Е 
Образуется целая группа новых клетки-хозяина бе рот 


«плюс»-цепей. Исходная Родитель- Образование РНК-зависимой по- 
ская «илюс»-цепь остается неизме- лимеразы и синтез белков ви- 


вативном способе образования 


вытесняют своих «двойников» 
(фиг. 85). 


Новых «плюс»-цепей, га 
из двухцепочечной матриц 


вот 
КАТИ. 
Веры. 
ЦЮ № 
НО, ЧТО 
ВНОСт, 
еП0ЧЧ- 
ЛОЧОЕ: 


Ки 
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Пока еще не ясно, осуществляется ли катализ первой й 
стадий одним или двумя ра и: 
разными ферментами. Аналогичный про- 
цесс имеет место при репликации вируса МЕ [243]. 
Двухцепочечная репликативная форма, содержащая «плюс»- 
и «минуо-цепи, образуется и в растениях под действием вируса 
табачной мозаики [193, 201, 240] и вируса ЕМС [246] и является 
очевидно, обязательной промежуточной стадией при воспроизве- 
дении всех РНК-содержащих вирусов. 


Концевое присоединение нуклеотидов 
к РНК 


Добавление некоторого ограниченного числа нуклеотидных 
единиц к концу молекулы имеющегося полирибонуклеотида не 
может рассматриваться как полинуклеотидный синтез. Тем не 
менее эта реакция близка к нему, имеет большое значение и хоро- 
шо сейчас изучена. В 1956 г. было показано, что в присутствии 
фосфорилирующей системы Рз?-аденозин-5’-монофосфат целиком 
включается в РНК в цитоплазме печени крыс [4149]. После гидро- 
лиза диэстеразой змеиного яда был получен меченый 5'’-АМФ, 
а после щелочного гидролиза — меченые цитидин-2”- и цитидин- 
3'-монофосфаты. Это говорит о том, что в РНК АМФ преимуще- 
ственно присоединяется к ЦМФ. Подобные наблюдения на раз- 
личных биологических объектах были проведены многими иссле- 
дователями. Эти данные наряду с данными о том, что основная 
часть включенного аденина освобождается после щелочного гид- 
ролиза в виде нуклеозида, свидетельствуют о том, что ыы при- 
соединяется к концу цепи РНК. На важность этих на В 
впервые обратили внимание Замечник, Хоглэнд и их сотруд 


й, т. е. транспорт- 
[450—152] в Бостоне, ИСИ, о го 


й печени крысы. 

ной, РНК (5-РНК) цитоплазмы с т 
от РНК ыы или микросом своеобразной риал Чет 
тировать нуклеотиды, присоединяясь к ним свой БОВ СВ 
пой. Такое присоединение нуклеотидов к концу ц 

ыы г ет прикреплению аминокислот в процессе 


едшеств ю п е 
ее а Ге РНК из тканей животных, дрожжей и бак 
этом отношении одинаково. 
ками терминально присоединяемых нуклеотидов 

провож- 

служат ибонуклеозидтрифосфаты, и их Е е: , ты 
У и атимым отщеплением пирофосфата, . НВ 
ия Ра Р акапливается и ингибирует концево р 

цес 
нуклеотидов. 

Последовательн' 
но предварительна 

о 
позволяют получить акцептор, 


терий ведут себя в 
Предшественни 


оснований в $РНК пока еще не известна, 
ость кубация» и затем осаждение при РН 5 
ката конечные группы которого обозна- 
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чим как Х и У (фиг. 86). К 3’-гидроксилу рибозы концевого нук. 
леотида У сначала последовательно прикрепляются два остатка 
ЦМФ. Затем ЦМФ, ставший теперь концевым, присоединяет 


Фиг. 86. Добавление концевых нуклеотидов к 5-РНК, приводящее к обра- 
зованию концевой последовательности фхфуфЦФЦФА. 


к себе АМФ из молекулы АТФ, что сопровождается обычным 
отщеплением пирофосфата. В результате образуется следующая 
последовательность нуклеотидов в конце ея 5 РЕЙ. 


фХФфУФЦФЦФА. 
Полинуклеотидфосфорилаза (К. Ф., 2.7.7.8) 


Первые четкие данные о механизме ферментативного синтеза 
РНК были получены Очоа и его сотрудниками в 1955 г. [98, 153— 
155]. Они изолировали из Азообасйе" ипёапай фермент, катали- 
зирующий синтез высокомолекулярных рибополинуклеотидов из 
нуклеотид-5’-дифосфатов, сопровождающийся выделением орто- 
фосфата. Реакция обратима и требует наличия ионов магния. 
Равновесие в этой реакции достигается, когда 60—80% нуклео- 
зиддифосфатов уже использовано для синтеза. Реакцию можно 
написать так: 


п (Нуклеозид — ФФ) 22 (Нуклеозид — Ф) п-- пФнеорг» 
где нуклеозид может соответствовать аденину, гипоксантину, ура- 


цилу или цитозину. Фермент, осуществляющий эту ньвианыес, ры 
назван полинуклеотидфосфорилазой. Ему посвящено много 


ф 


ящее к обр: 
А. 


я обычаи 
следующей 
„Авиа 
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ов [98, 154—159 
ь а о а Он широко распространен в бактериях 
бедительных данн о вет стительных тканях. Пока еще мало 
ые дея 9 ыы Г существовании полинуклеотидфосфорила- 
х. не легко можно 
бактериальных препаратов [460]. ^^” "АЛИТЬ и очистить из 


Путем инкубации ф 
ермента с соответст 
были получены одноро вующими дифосфатами 
родные полимеры, состо 
или только из УМФ › состоящие только из АМФ, 
› или только из ЦМФ, или только из ИМФ 
Их называют соответственно А-. У Е з 
ен АДФ ‚ У-, Ц- и И-полимеры. Из экви- 
о, м меси АД ыы УДФ был синтезирован смешанный 
(А, )- полимер. Из смесей АДФ, ГДФ, УДФ и ЦДФ получили 
а ы- Г, У, Ц)-полимер с молярными соотношениями 
о или 1:1:1:1. Последовательность нуклеотидов 
в таких полимерах носит случайный характер. Однородные поли- 
меры, содержащие ГМФ, приготовить гораздо труднее; поли- 
риботимидиловую кислоту получить удалось, пользуясь в каче- 
стве субстрата синтетическим риботимидин-5’-фосфатом [462]. 
С помощью химического и ферментативного гидролиза было 
показано, что синтетические полинуклеотиды, как и РНК, состоят 
из нуклеозид-5’-монофосфатных единиц, связанных между собой 
’,5’-фосфодиэфирными связями (стр. 46). Анализ концевых 
групи показал, что на конце полипептидной цепи находится фос- 
фатная группа, этерифицированная по С-5’ концевого нуклеозида. 
При гидролизе щелочью, фосфодиэстеразой змеиного яда, фосфо- 
диэстеразой из селезенки или панкреатической рибонуклеазой 
эти полимеры дают точно такие же продукты, как и РНК. Очоа 
и его сотрудники воспользовались перечисленными свойствами, 
чтобы выяснить природу межнуклеотидных связеи, образуемых 
с помощью фермента. Они синтезировали (А, Г, У, Ц)-полимер 
из смеси нуклеотидов, содержавшей АДФ, меченный по фосфор 
и затем гидролизовали его фосфодиэстеразой змеиного яда (фиг. 87). 
Из полученных после гидролиза четырех нуклеозид-5’-фосфатов 
'АМФ, и его удельная радиоактивность 
меченым оказался только , 
Й иоактивности первоначально вклю- 
соответствовала удельнои рад 
во время синтеза фосфоэфирная 
ченного АМФ. Следовательно, тезированный полимер 
связь АМФ не затрагивалась. Если же синтезир 
очью или фосфодиэстеразой селезенки, то метку 
тидролизовали щел ввод монофосфатов. Значит, 
включал каждый из ТЕТ леотидфосфорилаза формирует связи 
в ходе синтеза полину Г-ф—А. Аналогичные результаты 
АА, Ц-ф-^, У фАиГ Фи 
были получены с Р*-УД клеотидфосфорилаза должна быть отно- 
Следовательно, а льку она может катализировать 
сительно неспецифична, й между С-3’ и С-5’ по мень- 


язе 
образование Му ее нуклеотидов [163, 164]. 
шей мере в восьми разл 
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Молекулярные веса синтезированных полимеров варьируют 
от 30 000 до 2 000 000 и находятся в пределах тех молекулярных 
весов, которые характерны для РНК, полученных из различных 
источников. При рентгеноструктурном анализе (А, Г, Уи Ц)-по- 
лимеры и (А, У)-полимеры дают такие же дифракционные карти- 
ны, как и РНК [165]. Несколько отличаются лишь дифракцион- 
ные картины нуклеотидов, содержащих только одно основание. 


Фиг. 87. Гипотетический полинуклеотид типа поли-(АГУЦ), образованный 
из ГДФ, ЦДФ, УДФ и Р?з2-АДФ. 

Расщепление цепи в точке а под действием диэстеразы змеиного яда дало бы 

смесь нуклеозид-5’-фосфатов, из которых только АМФ был бы меченым. 

Щелочной гидролиз или гидролиз диэстеразой из селезенки (в точках 5) дал 

бы такую смесь нуклеозид-3’-фосфатов, в которой радиоактивной была бы 
часть каждого из нуклеотидов. 


В присутствии эквимолярных концентраций дифосфатов с по- 
мощью фермента, выделенного из Агофофасфег лтёапай, был син- 
тезирован (А, Г, У, Ц)-полимер. Он оказался очень сходным 
с РНК из А. ипаапай по молярному соотношению оснований. 
Он, кроме того, напоминал РНК из той устойчивой к действию 
рибонуклеазы фракции, которая стимулировала образование 
стрептолизина 5 (стр. 291) гемолитическими стрептококками [154]. 

При работе с неочищенными препаратами полинуклеотидфос- 
форилазы затравка не нужна. Но при работе с хорошо очищен- 
ными препарами полинуклеотид начинает образовываться только 
после определенного лаг-периода; этот лаг-период можно устра- 
нить, если добавить небольшие количества полинуклеотида или 
даже некоторых олигонуклеотидов, например триадениловой 
ф-А-ф-А-—ф-— А или диадениловой ф—А-—ф-— А 
кислот. Олигонуклеотидные затравки включаются во вновь обра- 
зованные полинуклеотиды. Например, диадениловая кислота, 
меченная по фосфору,. при инкубации с УДФ и очищенным фер- 
ментом образует полинуклеотид следующим образом: 


ф"Аф* ТПУДФ — ф*Аф*АФУФУ ... фУфУ пФ. 


После гидролиза рибонуклеазой получаются меченый тринуклео- 
тид, 3'-УМФ и уридин: 


ф*Аф*АФУф -- (п —2)фУ-- Уридин. 
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Затравка дол; 2 
& ее АНЯ по меньшей мере два нуклеозид- 
ро ея зар торых имеет свободную гидроксильную 
ре те й рая и участвует в формировании новой 
ф р связи (фиг. 88). Первая связь возникает как 


Возможные затравки 


ФАфА ФАФАФА АФА АФУ 
АфАфА УфАФУ 


ФИФА + пУДФ = фАфАфУбУ-------фУфУ + Фора 
АЛ у 


АДУУ У 
+ — 
Ф!Ф| ФФ ФФ“ % № + пФиеорг 
п 
Фиг. 88. Затравки в полинуклеотидфосфорилазных реакциях. 


диэфирный мостик между 5’-фосфатом уридинмонофосфатного остат- 
ка и свободным концевым С-3’-гидроксилом диадениловой кислоты 
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Фиг. 89. Механизм действия полинуклеотидфосфорилазы [161]. 


за счет таких же реакций конден- 


сации, причем затравка оказывается в составе вены, поли- 
иг. 

мера. Механизм этой реакции показан о фор, 
Олигонуклеотидные затравки неспец ой ПН 
вов В } 

в ет способст специфич- 
ая кислота би ные затравки обладают некоторой ст Е то № 
но полинуклеотид от направлять свой собственный я 
ли-А мож ‚ У, Ц)-цепей. Молекулы 


поли- 
оли-У а У) могут быть использованы в каче- 
’ 


фАФА. Затем цепь удлиняется 


но не синтез п 
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стве затравки как для синтеза поли-А, так и для синтеза поли-у 
Пока еще не установлено, включаются ли полинуклеотидные 
затравки в продукты синтеза, как это имеет место с олигонуклед. 
тидными затравками. 

Очищенный фермент содержит около 3% нуклеотидов в Виде 
сложного олигонуклеотида, который, вероятно, действует как 
заранее «вмонтированная» затравка и обеспечивает некоторое, 
хотя и замедленное, течение реакции в отсутствие добавленной 
извне затравки. 

В ряде опытов был изучен фосфоролиз, т. е. обращение реак- 
ции полимеризации [158, 166, 168]. Для этого используемый поли- 
нуклеотид инкубировали с ферментом в присутствии избытка 
неорганического фосфата, что приводило к образованию нуклео- 
зиддифосфатов в результате последовательного отщепления моно- 
нуклеотидных единиц. Оказалось, что легко фосфоролизируются 
не только полимеры, полученные путем биосинтеза, но и обладаю- 
щие затравочной активностью олигонуклеотиды. Динуклеотиды 
же и динуклеозидмонофосфаты, как и следовало ожидать, не 
поддаются фосфоролизу. РНК вируса табачной мозаики и высо- 
кополимерная РНК дрожжей могут легко подвергнуться фосфоро- 
лизу, но если дрожжевую РНЕ предварительно обрабатывают 
щелочью, то фосфоролиз протекает медленно. Медленно протекает 
и фосфоролиз многочисленных тяжей, образованных, например, 
из поли-А и поли-У. Неполностью (на 20—30 %) протекает фосфо- 
ролиз транспортной РНК клеточной цитоплазмы, что можно 
объяснить особенностями вторичного строения 5-РНК. По-види- 
мому, фосфоролиз затрагивает преимущественно концевые груп- 
пы. 

Было показано, что полинуклеотидфосфорилаза из Азофофасёг 
отеёапай и Езсйетсща сой может также катализировать обменные 
реакции между нуклеозиддифосфатами и неорганическим фосфа- 
‘том. У дрожжей, однако, фермент, ответственный за эту реакцию, 
можно отделить от полинуклеотидфосфорилазы [98, 162]: 


Нуклеозид-Ф-Ф | Ф* т Нуклеозид-Ф*-Ф -|- Пирофосфат. 


Фракция полинуклеотидфосфорилазы в клетках точно не 
изучена [98]. Возможно, что она осуществляет главным образом 
распад РНК до нуклеозиддифосфатов, которые являются непо- 
‘средственными  предшественниками — дезоксирибонуклеотидов 
(стр. 179); возможно даже, что она регулирует уровень неорга- 
нического фосфата в клетке. Она также может принимать участие 
в разрушении т-РНК [98—4100]. 
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Глава ХШ 


БИОЛОГИЧЕСКАЯ ФУНКЦИЯ РНК 


Перенос генетической информации 


Биологическая информация хранится в клетке в виде посль- 
довательного расположения оснований в молекуле ДНК. В про- 
цессе ее удвоения, или Вепликации (стр. 194), воспроизводятся 
точные копии ДНК, которые и осуществляют передачу инфор- 
мации о наследуемых свойствах. Затем происходит транскрил- 
ция, во время которой генетическая информация переносится 
от ДНК на комплементарную, или информационную, РНК. 
И наконец, в ходе белкового синтеза генетическая информация 


робно разбирается в многочисленных обзорах [1—19, 90, 118]. 
Здесь же мы коснемся его кратко и лишь в той мере, в какой 
это необходимо, чтобы рассмотреть роль нуклеиновых кислот 
в этом процессе. 


РНК и белковый синтез 


Первое указание на возможность какого-то участия РНК 
в белковом синтезе было получено довольно давно в работах 


обнаружили, что особенно богаты рибонуклеиновой кислотой 
клетки, в которых синтез белка происходит особенно интенсивно. 
Эти наблюдения многократно подтверждались. В настоящее время 
мы уже хорошо представляем себе роль и т-РНК и $-РНК в бел- 
ковом синтезе. 

В развитии наших знаний в этой области, как отмечает Замеч- 
ник [3], можно различить три четко выраженных этана: 

Этап разрушения (дезинтеграции) клетки; этот этап был 
посвящен поискам той бесклеточной системы, которая может 
осуществить синтез белка. 

2. Этап воссоздания системы, период, когда изучали, какие 
из различных компонентов неочищенного клеточного гомогената 
необходимы для белкового синтеза. 
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Биологическая функция РНК 265. 


3. Макромолекулярный этап, во в 
ны детально механизм реакции ип 
ция тех макромолекуля 
синтезе белка. 


ремя которого были изуче- 
ков ространственная конфигура- 
рных систем, которые участвуют в био- 


Выделение бесклеточной системы, 
ответственной за синтез белка 


вы и опыты Гэйла с сотрудниками [22—27] 
НЫ: ито уе рии: ет 
роорганизмов необходимо: 
присутствие РНК. По существу такие же результаты были полу- 
чены в опытах с бесклеточными системами из клеток животных 
[3, 32—40], причем особенное внимание Замечник, Хоглэнд и дру- 
тие исследователи уделяли значению рибосом, входящих в эти 
системы (стр. 278). 

Если суспензию микросом из печени крысы обработать дезок- 
сихолатом, то рибосомы (стр. 131) отделяются от микросомных 
частиц и их можно выделить центрифугированием при 105 000 © 
в виде фракции, нерастворимой в дезоксихолате. Показано, что 
в них содержится вся РНК и одна шестая часть белка исходных 
микросом [36]. Мы уже обсуждали строение рибосом в гл. УШ. 

Для изучения белкового синтеза крысам вводили внутривенно. 
СА`лейцин и СА-валин (аминокислоты, участие которых в реак- 
циях, не связанных с белковым синтезом, незначительно). Затем 
через различные, но короткие интервалы времени извлекали 
печень и приготовляли взвеси микросом. Оказалось, что белок 
рибосом, нерастворимых в дезоксихолате, очень быстро (меньше 
чем за 5 мин), интенсивно включает метку, после чего его радио- 
активность резко падает (фиг. 90). Вместе с тем включение метки 
в белок микросом, растворимый в дезоксихолате, рота значи- 
тельно слабее и продолжается по меньшей _ мин. м 

Эти данные позволяют думать, что т \1у0 рибосомы в ев: 
крысы участвуют в быстрых превращениях, в ходе которых 

ые фрагменты, которые 

синтезируются белки или большие пептидн ды 

затем, возможно, перемещаются в другие части кл мере 

и в рибосомы фактически можн уд | 

рости включения метк ооМы питоза в печени; однако не 

0 скорости почти всего белково ева в других частях 
исключено, что синтез белка че: пр 

клетки, например в ядре (тр. к также можно изучать, инку- 

Включение меченых аминоки: ей ученой, из п6Ч6- 
бируя аминокислоты в а и снитева около ВИА 
ни крысы. При работе обычным мт овможжно, что накош ВАТ 
и не обнаружить, поскольку ка 


будет. 
белка в такой системе происходить не буд 
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Критерием белкового синтеза может служить ВКлЮЧениь 
С -аминокислот, если соблюдаются следующие условия: 1) вкл Ч. 
ние протекает необратимо, т. е. если смесь продолжают инкуби. 
ровать в присутствии избытка той же аминокислоты, но не радио. 
активной, исчезновения С1-аминокислот из белка не наблюдает. 
ся; 2) для включения необходимо присутствие АТФ или АТФ-ть. 
нерирующей системы; 3) включенная аминокислота образует 
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Фиг. 90. Включение ш \1у0 небольших доз СЧ-лейцина в два компонента 
микросом и в растворимый белок клеток печени. 

0,16 ммкмоль С14-лейцина было введено внутривенно в начале опыта. При- 
веденные на графике величины указывают долю (%) РНК в каждой нерас- 
творимой в дезоксихолате пробе. 

Т — фракция, растворимая в дезоксихолате; // — фракция, нерастворимая 
в дезоксихолате; 11/Г — растворимый белок клетки [38]. 


с другими аминокислотами белка &-связи и после частичного 
гидролиза обнаруживается в идентифицируемых  пептидах; 
4) включенная аминокислота находится внутри пептидной цепи, 
а не на ее конце. 

В идеальном случае следовало бы продемонстрировать точно, 
какое положение занимает в белке СМ-аминокислота, и показать, 
что ее включение зависит от добавления других аминокислот, 
обычно находимых в белках. 

В целом эти условия соблюдаются в опытах с экстрактами 
из печени крыс. Из опытов Замечника и его сотрудников следо- 
вало, что включение меченых аминокислот позволяет измерить 


Био 
могическая функция РНК 
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даже небольшой и ы 

является ре вар: оВ поуо синтез пептидов и фактически 

На основании оЫмифы ва Выжыр этапом белкового синтеза 

дующую концепцию: те Результатов Замечник выдвинул сле- 

частицы являются оплазматические рибонуклеопротеидн 
местом первоначал дные 


ных аминокислот в белки, при этом то ного включения свобод- 


$ лько очень не Ч 
я всег значительна. 
дол его количества аминокислот в этих ч . у и 


использована в этой стремительно идущей реакции» 
По ряду причин, которых мы здесь касат ь бу } 
весьма вероятным, что дей ее Е 
$ действие АТФ заключается в активации 
карбоксильных групи свободных аминокислот с помощью спе- 
циального активирующего фермента [40—42]. Его можно получить 
из тканевых гомогенатов отделением надосадочной жидкости из 
микросомной фракции и осаждением белка при рН 5 (фракция 
«рН5-фермента»). Фермент Е, осуществляет активацию амино- 
кислоты, согласно следующему уравнению реакции: 


АТФ - ак, РЕ! => (ак, — АМФ)Е, -- Пирофосфат. 


Сейчас показано, что активацию каждой аминокислоты произ- 
водит отдельный фермент — лигаза (К. Ф., 6.1.1). Активирован- 
ные по карбоксилу аминокислоты можно выделить в виде а-ами- 
ногидроксамовых кислот, использовав высокие концентрации 
тидроксиламина. 

Подводя итоги имеющимся данным, мы можем с уверенностью 
сказать, что для биосинтеза белка ш уЙто необходимы следующие 
компоненты [5, 8, 44—46]: аминокислоты, АТФ, Мэ”*, активи- 
рующие ферменты, ГТФ, микросомы или полученные из них 
рибосомы и 5РНК 

Функция $РНК заключается в акце 
из аминоациладенилатного комплекса 
их на рибосомы [44—46]. 


птировании аминокислот 
(ак—АМФ)Е и переносе 
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астворимой, или транспортной, РНК 
58). Мы уже говорили о том, что 


причем 
о из 75 нуклеотидов, 

* состоит примерн ение 
ня мне — аминокислоты, имеет стро н 
е конец, 
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двойной спирали. Эта 


вдвое цепочку, ва руче основывается на эквивалентности 


концепция © ре Г. на сильном типерхромическом эффекте 
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при нагревании И -. 
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богат метилированными основа 


268 Глава ХИ 


жит кодирующий участок (антикодон), которым $-РНК присоеди. 
няется к соответствующему месту на т-РНК. 

Транспортная РНК выполняет две раздельные функции: во-пер. 
вых, она «узнает» специфический активирующий фермент и Поэто- 
му может акцептировать именно соответствующую активирован. 
ную аминокислоту [3] и, во-вторых, вместе с т-РНК она уча- 
ствует в реализации кода, обеспечивая переносимой аминокислоть 
присоединение к растущей полипептидной цепи как Раз вотом 
месте, где необходимо. По-видимому, вторичная структура 5-РНК 
не участвует в распознавании активирующего фермента, потому 
что при нагревании, нарушающем обычно вторичную структуру, 
способность акцептировать аминокислоты не ослабевает. 

Активированная аминокислота прикрепляется к аденозину, 
расположенному на конце цепи 5-РНК. Если, например, устранить 
эту возможность, обработав 5-РНК перийодатом, то никакого 
прикрепления аминокислоты не произойдет. Поскольку для при- 
соединения аминокислоты мононуклеотид на 2,3’-гидроксильном 
конце обязательно должен быть представлен адениловым остат- 


’ 


водородным атомом 2’-гидроксильной группы аденозина (но не 
3-ОН-группы) и №-3 пуринового кольца может возникнуть водо- 
родная связь. Тогда кислородный атом в 2’-ОН-положении станет 
более нуклеофильным, чем кислород в 3’-ОН-положении, и смо- 
жет вызвать нуклеофильную атаку карбонильного атома углерода 
аминоациладенилата, что приведет к образованию аминоацил- 
эфира [3]. Следовательно, скорее всего аминокислота прикрен- 
ляется к 2’-ОН-группе, а не к 3’-ОН-групне концевого аденозина 
5-РНК, хотя нельзя исключить последующего ее перехода в 3’-по- 
ложение. Действительно, имеются данные о существовании рав- 
новесной смеси 2”- и 3’-аминоацилизомеров [496, 197]. 
По-видимому, для каждой аминокислоты существует по мень- 
шей мере одна специфичная 5-РНК. Методы фракционирования 
этих РНК описаны на стр. 41. В некоторых случаях (стр. 274) 
для данной аминокислоты известно несколько 5-РНК; например, 
в Езеречейа со найдены по меньшей мере три лейцил--РНК 


Специфичность различных молекул 5-РНК была продемонстри- 
рована следующим образом: 5-РНК, нагруженную цистеином, 
обработали никелем Ренея, в результате чего цистеин восстано- 


(фиг. 94). Образовавшийся в результате комплекс 5-РНК с ала- 
нином вел себя как комплекс 5-РНК с цистеином, а не с аланином 
[47]. Объясняется это, по-видимому, тем, что поведение 5-РНК 
при синтезе белка определяется не характером присоединенной 
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кислоты, а последовательностью оснований, которая в данно\ 
случае была специфична для цистеина. 

Функция 5-РНК, таким образом, заключается в следующем, 
Она акцептирует активированную аминокислоту от аминоациладь. 
нилатного комплекса с образованием комплекса 5-РНК — амино- 


кислота: 


(ак, —АМФ)Е, + РНК, — &-РНК, —ак! Е АМФ --Е.. 


Такие комплексы 5-РНК с соответствующими им аминокисло- 
тами легко можно выделять, например, фенольным методом. 


Фиг. 93. Сравнение структур пуромицина (1) и концевого аденозина транс- 
портной РНК, несущей аминокислоту (11). 


Вероятно, в живых клетках все или почти все 5-РНК насыщены 
аминокислотами. 

Затем 5з-РНК приводит аминокислоту к рибосомам (фиг. 92). 
Здесь-то и происходит сам синтез пептидов при участии трансфе- 
разных ферментов. При этом молекулы 5-РНК освобождаются 
и могут приступить к переносу новых аминокислот [13, 48—50]. 
Образующаяся полипептидная цепь затем выталкивается из рибо- 
сом, возможно, под влиянием ГТФ [51]. Таким образом, как пред- 
положили Хоглэнд и Крик, $-РНК действуют как адапторы, 
располагая аминокислоты в правильной последовательности, 
заданной т-РНК для образования пептидов. 

Антибиотик пуромицин является ингибитором белкового син- 
теза [3, 52], действуя, возможно, как аналог комплекса амино- 
ацил—5-РНК (фиг. 93). Другие антибиотики, например хлорам- 
феникол, террамицин и ауреомицин, также препятствуют пере- 
ходу аминокислот из аминоацил— 5-РНК-комплексов в полинен- 


тиды. 


Биологическая функция РНК Е 


Информ 
формационная РНК и генетический код 


Последовательность аминокислот в любом белке 

последовательностью оснований в определ лке определяется 

м г ен 
той клетки, в которой данный белок д ных участках ДНК 
мация передается от ДНК р о тьма. 

на белоксинтезирук й 
в рибосомах с помощью и Е м рующий механизм 
как известно, обы нформационной РНК. Однако в белках, 
тч , 

чиииянеиы яд но присутствует двадцать различных амино- 
к и д в нуклеиновых кислотах имеется только четыре 
основных типа а С помощью генетического кода после- 
довательность из 20 или более единиц одного типа зашифровы- 
вается последовательностью из четырех единиц другого типа (см. 
обзоры [53—63, 132, 177, 208]. 

Поскольку имеется всего четыре вида оснований, а аминокис- 
лот — двадцать видов, то простого соотношения 1:1 между 
ними быть не может. Даже если бы каждая аминокислота кодиро- 
валась сочетанием из двух нуклеотидов, то и в этом случае число 
возможных сочетаний (4?) составило бы только 16 и, следователь- 
но, было бы недостаточно для кодирования двадцати аминокислот. 

Поэтому было высказано предположение, что каждая аминокис- 
лота определяется сочетанием по меньшей мере из трех нуклео- 
тидов, которые могут дать 64 комбинации (43 = 64), что более 
чем достаточно для кодирования двадцати аминокислот. Крик 
и его сотрудники [54—56] привели весьма веские доводы в пользу 
тринлетной теории и доказали, что участок полинуклеотида, 
названный ими кодоном, состоит из трех основании. Их смени > 
мент был проведен на А-и В-цистронах локуса 711 бактериофага - 
Как показал Бензер с помощью тщательно составленной НИ 
ческой карты фага ТА, от одного определенного участка Е 

заразить К-штамм Езейенстла сой- 
зависит, сможет или нет фаг зар ы (тр. 221), чтобы 
Крик и его сотрудники использовали профлави р. ‚ 

) одного основания или, наоборот, 
добиться делеции (выпадения 


вставки дополнительного основания в ДНК. ре 
Предположим, что в определенном учас 


Й и в верхней 
й какой мы ее изобразил 
тельность оснований такова, 
строке на фиг 94. Допустим далее, что информация считывается 


слева направо, начиная с первого Ц, и т основания струппи- 


аньше, 
ованы. как мы говорили р мых зн 
г т ином выведение второго ТТ слева наруш мы 
еном профлав й пеллет, та =. 
ние всех триплетов, мачете. 
(фиг. 94, вторая строка). рреыты .. = риал 
ты гое основа- 
ых В, мутацию и вставить при рерлеь-ылоти» тет 
Ни = триплет слева, то р ибн зто рот ло 
ооннори считываться правильно и нару 
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только второй и третий триплеты (фиг. 94, третья строка). Только 
две аминокислоты, соответствующие этим двум триплетам, окажуз. 
ся. «неверными». Если присутствие этих двух «посторонних» 
аминокислот не изменит заметно структуру белка, то фаг будет 
вести себя обычно и заражать штамм К. На практике было дей. 
ствительно обнаружено, что фаг ведет себя нормально, если встав. 
ка и делеция расположены близко друг от друга. По мере увели. 
чения расстояния между вставкой и делецией «аномалия» фага ста- 
новится более отчетливой. 


ЦАТ | ЦАТ | ЦАТ | ЦАТ } ЦАТ : ЦАТ... 
— 4 ЦАТ | ЦАЦ! АТЦ | АТЦ | АТЦ | АТ... 
—1 1 ЦАТ | ЦАЦ! АХТ | ЦАТ | ЦАТ | ЦАТ... 
4+3 ЦАХ | ТХЦ | АТХ | ЦАТ | ЦАТ | ЦАТ. .. 


Фиг. 94. Гипотетическая последовательность оснований в ДНК, показы- 
вающая, что генетическая информация записана триплетами. При выпадении 
одного основания (вторая строка) считывание кода нарушается. Считывание 
кода может быть восстановлено, если где-то поблизости от выпавшего осно- 
вания включится новое основание (третья строка). Информацию можно 
прочесть и в том случае, если включится целых три основания (нижняя строка). 


Мутанты можно комбинировать и по-другому. Если получить 
две «плюс»-мутации, то фаг окажется дефектным. Если же полу- 
чить три «плюо- или три «минус»-мутации, то фаг ведет себя обыч- 
ным образом и заражает штамм К (фиг. 94, нижняя строка). 

Описанные результаты легче всего интерпретировать, пред- 
положив, что в генетическом коде роль кодирующих единиц 
выполняют последовательно расположенные триплеты. Вставка 
одного или двух оснований в любом месте так сильно изменит 
сочетание в триплетах, что сделает код несчитываемым. Если же 
в молекулу включатся три основания или одно основание вклю- 
чится, а другое выпадет, то последовательность в триплетах, рас- 
положенных за двумя поврежденными триплетами, восстановится 
и информация будет считываться с ДНК, как прежде. 

Справедливость триплетной теории была доказана в резуль- 
тате опытов [64], показавших, что в полисоме (стр. 281) отрезку 
формирующейся полипептидной цепи гемоглобина, содержащему 
30 аминокислот, соответствует участок т-РНК длиной в 90 нуклео- 
тидов. Точно такое же отношение, равное трем, было получено 
в генетических экспериментах, в которых удалось измерить на 
генетической карте длину определенного участка ДНК и сопоста- 
вить ее с длиной полипептидной цепи, соответствующей измерен- 
ному участку ДНК. 

Были получены затем и другие данные [4136], подтверждаю- 
щие, что величина кодирующей единицы равна трем, а не числу, 


ДНК, ПОКА 

ри Вытадиет 
бя. Ставь 
ЫПавиего ое 
рмацию они 
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кратному трем. Для этого испол 
Это очень мелкий вирус (из числ 
литов), и его РНК содержит вс 
субъединица этого вируса состои 
(величина, очень близкая к 400) 


ьзовали вирус некроза табака. 
а так называемых вирусов-сател- 
его 1 200 нуклеотидов. Белковая 
т из 372 аминокислотных остатков 


у › чего и следовало бы ожидать, если 
кодирующии участок действительно представляет собой триплет. 


Следующая проблема заключалась в том, чтобы определить 
соответствие триплетов индивидуальным аминокислотам. Она 
была решена на белоксинтезирующих системах из бесклеточных 
экстрактов, выделенных из Азсйенсща сой [75, 173, 174]. В них 
содержатся рибосомы, транспортные РНК, аминоацил-5-РНК- 
синтетазы и другие ферменты, а также ДНК и ш-РНК. После 
добавления АТФ, ГТФ, К+, Мо?+ и аминокислот, меченных по 
углероду, аминокислоты легко включаются в кислотонераство- 
римый белок, о чем говорит увеличение его радиоактивности. 

Если ДНК в такой системе разрушить ДНК-азой, то синтез 
белка прекратится, как только будет израсходована т-РНК. 
Однако синтез белка можно восстановить, если добавить в систему 
РНК из различных источников или даже синтетические полинук- 
леотиды, образованные с помощью полинуклеотид фосфорилазы. 

В 1961 г. Ниренберг и Маттеи [473] сделали очень важное 
наблюдение: если к системе, содержащей смесь 20 аминокислот, 
добавить синтетический полимер поли-У, то только одна амино- 
кислота, а именно фенилаланин, включается в кислотонераство- 
римый белковоподобный полимер, который при идентификации 
оказался полифенилаланином. Следовательно, фенилаланин зако- 
дирован в РНК сочетанием УУУ. 

Этот способ изучения кода был продолжен затем Ниренбергом 
и его сотрудниками, Очоа и его сотрудниками и другими исследо- 
вателями, получившими много ценных сведении. Например, было 
показано, что поли-А направляет синтез полилизина, а поли-Ц 
способствует включению пролина в кислотонерастворимый мате- 


риал. 

При инкубации хи 
тимидилата длиной в 
РНК-полимеразы и бел 
из Езсйечема сой удалось 
на [475]. 

Для изуче 
линуклеотиды. Поли-( 
фенилаланина, изолеици 
включение фенилаланина, 
фана. Поли-(У, Г, Ц) спосо 
(У, Г) таким свойством не об А 
руется триплетом, содержащим °, 


мически синтезированного олигодезокси- 
6—14 нуклеотидов и АТФ в присутствии 
оксинтезирующей бесклеточной системы 
продемонстрировать синтез полилизи- 


ния кода широко используются синтетические сопо- 
А, У), например, стимулирует а щ 
на, лейцина и тирозина, а поли-(У, Г)— 
цистеина, валина, глицина и тринпто- 
бствует включению аргинина, а поли- 
ладает. же аргинин коди- 
Ци 


18 Дж. Дэвидсон 
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Более того, соотношение оснований в сополимерах определяв, 
количественные соотношения между включаемыми аминокист, 
тами. Например, можно принять, что количество триплетов Ууу 
в поли-(У, Г) с соотношением оснований У : Г = 5,1 составляет 
100%. Тогда каждый из триплетов с одним Г и двумя У (УУГ, 
УГУ, ГУУ) будет встречаться в 20% случаев, а каждый из три- 
плетов с одним У и двумя Г (УГГ, ГУГ, ГГУ)— тольков 4% слу- 
чаев. Триплетов ГГГ не будет совсем. 

Такой поли-(У, Г) способствует включению фенилаланина, 
цистеина, валина, глицина и триптофана в соотношениях 100 : 50. 
20:4: 5 соответственно. Отсюда можно заключить, что и цистеин 
и валин зашифрованы триплетами, состоящими из двух У и одного 
Г, а глицин и триптофан — триплетами из одного У и двух Г. 
Аналогичные эксперименты были проведены с поли-(А, Ц) 
и поли-(Ц, Г). 

а основании такого рода опытов стало возможным для кая: 
дой аминокислоты установить состав (но не последовательность) 


кодирующего ее триплета [61]. Ниже приведены триплеты основа- 
ний в т-РНК, соответствующие отдельным аминокислотам [61] 
Триплеты кода (порядок 
Аминокислота внутри триплета произволен) 
Аланин ЦАГ, ЦЦГ, ЦУГ 
Аргинин ГАА, ГЦЦ, ЦУГ 
Аспарагин ЦАА, ЦУА, УАА 
Аспарагиновая кислота ГЦА, ГУА 
Цистеин ГУУ 
Глутаминовая кислота ААГ, АУГ 
Глутамин ААЦ, УАЦ 
Глицин АЕ УР 
Гистидин АЦЦ, АУЦ 
Изолейцин ААУ, ЦАУ, УУА 
Лейцин ЦЦА, УАУ, УГУ, УУЦ 
Лизин ААА, АУА 
Метионин АГУ 
Фенилаланин УЦУ, УУУ 
Пролин ЦАЦ, ЦЦЦ, ЦУЦ 
Серин АЦГ, ЦУУ, УЦЦ 
Треонин АЦА, ЦЦА, УЦА 
Тринптофан УГГ 
Тирозин АЦУ, АУУ 
Валин УУГ 


Как видно из приведенного перечня, некоторые аминокислоты 
кодируются несколькими триплетами. . 
Из 64 возможных триплетов две трети уже определены. Это 
означает, что одна аминокислота может быть зашифрована более 
чем одним триплетом. Такой код называется вырожденным. При 
вырожденном коде одной аминокислоте может соответствовать 


'ОЖНЫМ ДЛЯ Вад. 
`ледовательниет 
триплеты осноз. 
инокиСлотам [1] 


(порядок 
троизволен) 
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несколько 5-РНК. Так в действите 

м льности : 
Например, из Езспесма сой были и. (стр. 268). 
г > Ь две или да 
различные 5-РНК, акцептирующие лейцин [65—68 О 

Определить порядок оснований в триплете — за АО 
Один из подходов заключается в сле ные 4 
Ея ъноанук ледующем [61]. В качестве 
р АФУ линуклеотидфосфорилазы используют динуклео- 
тид ф Е м в качестве субстрата — УДФ. Полученный полимер 
а фУ...фУФУ содержит на одном конце цепи триплет АУУ 

кси Й ‹ = у 
В белокс зе бесклеточной системе этот полимер обра- 
зует продукт, состоящии преимущественно из фенилаланина 
с небольшой примесью тирозина. Следовательно, тирозин коди- 
руется триплетом АУУ в указанной последовательности. Точно 
таким же путем можно показать, что триплетом для цистеина 
является последовательность ГГУ. 

Далее, если в качестве носителя информации использовать 
полимер фАфУФУФУ...фУФУ, то в образовавшемся полипептиде 
на М-конце находится остаток фенилаланина, а на С-конце — 
остаток тирозина: 

фАФУФУФУФУФУ .....--.---.. фУфУфУ 
(СООН)-Тир-Фен В ВИН, Фен(МН>) 
лков протекает 1: направлении от №-конца 
случае справа налево, то и считывание 
«информационном» полинуклеотиде 


Поскольку синтез бе 
к С-концу, т. е. в нашем 
кода в приведенном выше 
протекает справа налево. 

В частном случае, например, 


фАФАФАФУФУФУФАФУФУФЦОЦФЦОТ ФУ ФУ 


ация для полипептида 


в последовательности т-РНК 


закодирована информ 
НООС-Лиз-Фен-Тир-П ро-Цис5Н- МНо 
а образовываться на участ 
оснований 
ТТТАААТААГГГЦАА, 


что только одна из двух цепеи 
). Механизм образования 


т ‹е цепи ДНК 
Гакая и-РНК должн ке ц д 
с последовательностью 


если исходить из предположения, 56 
ДНК кодирует синтез т-РНК нат 
такого полипентида показан на фиг. 95. 


х вируса табачной 
ованных мутантах 
На искусственно индуцир Хх" Уодтвердивише существо- 


моза Л) были получены данные, : 
о м ыы а ронвойдут 
кислотой РНК из ВТМ, то В строении тя СО 
следующие изменения [94, 12] во-первых, Бег кото- 
ы У), а мии б такой РНК 
а № а себ г. арк 


ин (А —> 
мае ты вируса, у кото- 
зараженные растения, 


можно получить мутан = 
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аа 


рых в белке замещена одна-единственная аминокислота, причь, 
в каждом случае замена аминокислоты в полипентидной цел 
оказывается связанной с заменой А — Г или Ц -> У полинукльд. 
тидной цепи (фиг. 96). Например, серин может быть замещен на 


—ТТТАААТААГГГЦАА — ДНК 


дАдЦУУ У | лУУ} щи Ц] ГУУ — п-РНК 
`<=--Рибосома 


Лиз Фен  Тир-Про-Цис-5Н. МН» 


{ллл|УУУ АУУ | ЦИЦ | ГУУ 


Е Е 


уаа 


Фиг. 95. Механизм образования пептида на участке т-РНК, в котором 
при чтении справа налево зашифрованы цистин, пролин, тирозин, фенилала- 
нин и лизин. 


фенилаланин в соответствии с изменением ЦУУ -> УУУ или же 
место аспарагиновой кислоты может быть занято глицином 
в связи с заменой ГЦА — ГЦГ. 


ЦЦЦ (Про) 
УЦЦ(Сер) — ЦУЦ (Про) ЦЦУ (Лей) 
УУЦ(Лей) — УЦУ(Фен) ЦУУ(бер) 


УУУ (Фен) 


Фиг. 96. Этапы возможного превращения триплета ЦЦЦ в триплет о 
путем дезаминирования. 
Аминокислоты, соответствующие каждому триплету, показаны справа от 
кодона в скобках. 


Иной подход к проблеме кода заключается в измерении мини- 
мальной длины олигонуклеотида, способного направлять связы- 
вание СМ-аминоацил-5-РНК с рибосомами [485, 192, 207, 2091. 
Например, тринуклеотиды фУФУФфУ, ФАФАФА и фЦцФЦцФц 
направляют присоединение фенилаланин-, лизин- и пролин-5- 
соответственно. Динуклеотиды не оказывают никакого действия. 


| 
зн, фени 


уу ми 
0 ди 


Биологическая 
функция РНК 
271 


инуклеотиды с ко ‹ 
Трину д нцевым фосфатом в положе , 
активнее, чем тринуклеотиды без концев ложении 5’ гораздо 
а. Г ых . 
тиды с 2 (3’)-концевым реком х фосфатов; тринуклео- 
ТУ м совершенно неактивны. Т 
леотид ГФУФУ обеспечивает связывание ва Р ВЕ’ Зри 
сомами, а тринуклеотиды УфГФУ и Уфу к НИК с рибо- 
Следо р ФГ оказались неактив- 
НЫМИ. довательно, валин кодируется трипл ГУУ 
В настоящее время. считают вы. и ыы 
сален, т. е. что один и тот же код действуе а ры 
194]. Н ует у всех живых существ 
[53, - ест гемоглобин можно синтезировать в системе 
содержащей 5-РНК из Е. сой и рибосомы : 
е из ретикулоцитов кро- 
лика [69, 70]. е о р 
Из ЕН материала явствует, что синтез специфиче- 
ского белка можно продемонстрировать в опытах шт уйто. Однако 
опубликованные данные о таком синтезе немногочисленны И 
13—76, 124]. Чаще всего ссылаются на синтез в бесклеточной 
системе гемоглобина, белков чехла фага, В-галактозидазы, дифте- 
рийного токсина, триптофансинтетазы, а-амилазы и запасного 
тлобулина семян гороха. Один из самых интересных примеров 
синтеза специфического белка обнаружен у личинки синей мухи 
Сарйога ету йтосерйа, У которой под действием особого гор- 
мона, экдизона, на хромосомах слюнных желез образуются взду- 
тые участки, называемые пуффами (стр. 239). Считают, что гор- 
мон этот активирует специфические локусы тена, в результате 
чего на цепях ДНК пуффа образуется специфическая т-РНК. 
Одно из основных физиологических воздействии экдизона 
заключается в том, что он вызывает линьку куколки, в течение 
которой белая мяткая кожица личинки превращается в у 
ложный кокон. Механизм этого процесса Ват а 
в метаболизме тирозина, который р =. у ДОФА- 
допамина. №-ацетилдонамин образуется при У ествую- 
— фермента отсутствующего на предп У 
декарбоксилазы р , РНК, выделенная 
тапе. Было показано, что „ВВД 
щем (личиночном) э , таДии непосредственно перед 
из белой предкуколки, т. орание ДОФА декарбоксилазы 
окукливанием, индуцирует ы то время как РНК из более моло- 
в белоксинтезирующей ин такого действия [182, 187]. 
дых (семидневных) личинок последовательностью тенов 
‘оллинеарности между 
Данные о кол в гл. ХУ [17, 78]. 
п аминокислот мы рассмотрим у 


мации в рибосомах 


то т-РНК, обра 
-компо- 
8. о ооредвитается к рибовомаы и соединяется © 
| ибосо 
нентами рибосом. Одновременно кр 


кулы РНК, нагруженные с0 
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Каждая из рибосом имеет на своей 505-субъединице [131] по од 
«посадочной площадке» для двух молекул 5-РНК [79, 183] (фиг. 97 


Именно в рибосомах аминокислоты образуют полинептидну, 


цепь, присоединяясь одна к другой в правильной последователь 
ности, определяемой той генетической информацией, Которая 
записана в молекуле т-РНК. 

Полипептидные цепи растут путем последовательного присоели. 
нения отдельных аминокислот, начиная с М-конца [12, 80]. Свопу 


Фиг. 97. Схематическое изображение рибосомы с цепью т-РНК и двумя 
В молекулами 5-РНК. 
К левой 5-РНК (РНКв) прикреплена растущая полипептидная цепочка из 
6 аминокислот. Седьмая аминокислота ак’ прикреплена к своей $РНКт, 
расположенной вдоль 5-РНКв. Когда ак7 присоединится к полипенптидной 
цепи, з-РНКу; передвинется влево и будет удерживать выросшую на одно 
звено полипептидную цепь; в это время новая 5-РНК займет позицию справа 
(по Уотсону). 


части комплекса; белок + РНК можно выделить центрифуги“ 
Рованием в градиенте плотности или на колонке из сефадекса. 
Затем действием слабой щелочи можно отщепить 5-РНК от моле- 
кул белка. 

Чтобы проследить, как прикрепляется растущая полипептил, 
ная цепь к 5РНК, были поставлены опыты с 5РНК, меченной С 
по концевому аденозину. Для получения такой РНК от обычной 


Биологическая Функция РНК 279 
5 
5-РНК отделяют концевой 
(стр. 52); оставшийся 
фосфатазой; затем полученный препарат в соо 
виях обрабатывают С14-АТФ таким образом, 
нозин включился в концевое положение $ 


аденозин с 


помощью периодата 
фосфатный остаток 


Удаляют щелочной 
тветствующих усло- 
чтобы меченый аде- 
РНК. Далее такую 


7. т-РНК 
: К 
№ 
УУУ УГ \ 
$-РНК» 
©-5-РНКУ 
НеСН-СО-МН-С Н-СО + Н.М-СН-СО 
В: В. В 

Рибосома т-РНК 


я 
и 
УГ] ууг| АУА 


5-РНКь 8 5-РНК; 


| 
НМ-СН-СО-М НЕСН-СО-МН-С н-СО 
1 
К, В. В 


боксильным 
епь прикреплена своим кар и 
Фиг. 98. Растущая т я риСооДиВяет ее к реветь 
ей ствует с соответствующим колон Е ежей 
АФУ минокислотами, несущими "› ра р ый 
а ее Авин тлутаминовая кислота, вал 
в виду фен ‚ 


‹синтези- 
дя Орал 
5-РНК используют д „кашей лизин, меченный тр ж}. я 
я теме, ника информации. Пе о. к ней 
в качестве исто н у 
ее ря 
вить ме полипептид содержит ре ри + Ио. 
Выделенный о который может быть отщ 
ство меченого \ = 
щью щелочи [84]. амоны функционирующая же 
В любой момент т озируемую полинептидну а А 
жит только одну си боксильным концом = еленному участку 
крепленную рр прикреплена к опред 
которая в свою 


505-субъединицы 311. 


| рибосома движется над матрицей т-РНК таким 
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Эта молекула 5-РНК освобождается и переходит в свободи, 
состояние (фиг. 97), когда следующая по порядку амино 
(прикрепленная к «своей» 5-РНК, которая уже «сидит» на 
босоме) соединяется с карбоксильным концом цепи, об 
пептидную связь с помощью соответствующего фермента. Теперь 
уже другая молекула 5-РНК, та, которая «привела» эту новую 
концевую аминокислоту, удерживает на рибосоме Удлинивщу- 
ся на одно звено полипептидную цепь [82—84]: 


Кислота 
50$-ри. 
Разовав 


5РНК›-Аминокислота -| 5-РНК!-Полипептид —> 
—> $РНК»-Аминокислота-Полипептид + $-РНК 16 


Пока еще никто не знает, каким способом ам 


иноацил-5-РНК 
вступает в контакт с полисомным комплексом. Пр 


едполагают, что 
образом, чтобы 
{в положение, 
аминокислоту, 
ответствующей 
-субъединицей, 


т рода «посадоч- 
ная площадка»), содержащий 27 нуклеотидов [115]. В какой 


| степени рибосомная РНК связана с этими «посадочными площад- 
й ками», еще не установлено [476]. Однако существует предполо- 
| жение [167], что ионы магния образуют мостики между г-РНК- 

компонентами рибосом и комплексом 5РНК—т-РНК и что 


вопросов. Хотя предш 
т-РНК тесно связана с 
каким образом длинна м 1 

мере 1500 А) может пер цию о последовательности 
своего строения на тот участок рибосомы, на котором растет 
полипептидная цепь. Сейчас уже известно, что молекула т-РНК 
в действительности включается в структурное образование из 
нескольких рибосом, 


названное полисомой, или полирибосомой 
[86—89], или же эргосомой [50, 64, 90—92]. 


Полисомы были впервые обна 


ружены в ретикулоцитах кро- 
моглобина [64, 79, 86, 87, 93— 


по-видимому, они состоят из пя. 


комплекс можно обнаружить с помощью электронного микроско- 


УР | 


ВЮ, | 


и, 910 
ТОЖЖеНиЕ, 
КИС, 
тВующей 
ДИНИЦЕЙ, 
«ПоСадот- 
В как 
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гредио: (: 
| ‚РЕК 


ки 
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па [96]. Мягкая обработка риб 
нити РНК, освобождая ен 
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клеазой 
ь и приводит к разрушению 
ичные отдельные рибосомы. 


Е ъ. агрега # 
ряде тканей; например, ком регаты были обнаружены в целом 


р плек 
каждый, обнаружены у ЕЁ. сой [о 


дены комплексы, содержащие 
до 20 рибосом [50, 90, 184]. 
Полисомы активнее участ- 
вуют в синтезе полинептидов, 
чем отдельные рибосомные моно- 
меры. Об этом можно судить по 
включению меченых аминокис- 
лот в системе, содержащей, на- 
пример, синтетическую т-РНК 
в виде поли-У, которая обеспе- 
чивает специфическое включе- 
ние фенилаланина в полипептид. 
Уже образовавшие агрегат рибо- 
сомы невосприимчивы к добав- 
ленно0ой поли-У, а мономеры 
с готовностью акцептируют по- 
ли-У и образуют быстро осаж- 
дающийся комплекс, обладаю- 
щий белоксинтезирующей актив- 
ностью, о чем говорит включе- 
ние С4-фенилаланина [82, 83, 931. 
Рассмотрим фиг. 99, на кото- 
рой изображена группа из 5 или 
более рибосом, нанизанных на 
нить тРНК. Рибосомы начи- 
нают синтез белка, прикрепи 
По мере того как 


вшись к одн 


рибосомы передвигаются 


содержащие до 40 рибосом 
83, 92, 97, 98]; в печени най- 


Ривосома --------- Дминокислота. 


Полипептид 


ях МН» 


Фиг. 99. Схематическое изображение 
полисомы. 
Видно, как три рибосомы, передви- 
таясь вдоль цепи т-РНК, по мере 
своего продвижения удлиняют синте- 
зируемый полипептид. Рибосома, 
расположенная слева внизу, только 
что отсоединилась от т-РНК, закон- 
чив синтез соответствующего белка. 
Верхняя рибосома вот-вот вступит 
в контакт с т-РНК. 


ому концу цепи т-РНК. 
вдоль цепи, они все 
почку. Достигнув конца 


боль т полипептидную це 
тент и одновременно снимают 


цепи, они отделяют 
с цепи синтезированный пол 
свободны и могут на 
Индуцированные ферменты 
Например, полисома, синтезир 
содержит около 40 ри 
весом 4.3.108 [98, 99]. 
Полисомный механиз 
т-РНК в образовании Н 
как и РНК разрушя 
Теперь уже не вызыва! 
т-РНК. Если бы с каждой 


ает УД 


ся от т-РНК сами 
ипептид. 


чинать новый 
также образуются 


ующая В-гала 
босом и одну 


м обеспечивает у 
ескольких 


400]. 
поле Я бик что в 


703-рибосомой соеди 


Теперь рибосомы снова 


синтез белка. 
на полисомах. 


ктозидазу У Е. со, 
цепь т-РНК с молекулярным 


частие одной молекулы 
белковых молекул до того, 
клетках так мало 
нялась одна моле- 


А ЕВЕ УЕ 
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кула информационной РНК с молекулярным ыы .500 000, п. 
содержание т-РНК в клетке составляло бы 25% всей клеточной 
РНК. Если же каждая молекула т-РНК связывает одновремен. 
но 4—8 рибосом, то только 3—6% общей РНЕ придется на Доли 
т-РНК [82,83]. Именно такой порядок величин и был обнаружен 
в действительности. О том, что рибосомы каким-то образом Уча. 
ствуют в механизмах считывания генетической информации, 
особенно отчетливо говорят данные, полученные о так называемой 
неоднозначности кода. Мы имеем в виду способность триплета 
кодировать более чем одну аминокислоту. Например, поли-У 
способствует включению в бесклеточной системе не только фенил- 
аланина, но и небольших количеств лейцина [173, 191, 206], 
При этом доля включившегося лейцина составляет всего лишь 
6% от всей массы включенного фенилаланина, однако при пониже- 
нии температуры эта величина возрастает [190]. В присутствии 
антибиотиков синтетические полинуклеотиды могут кодировать 
не только «привычные» аминокислоты, но и остальные [116]. 
В присутствии стрептомицина, например, поли-У кодирует не 
только фенилаланин, но также и серин, лейцин и изолейцин. 
Поскольку этот эффект не обнаруживается на рибосомах, выделен- 
ных из устойчивых к стрептомицину клеток, можно думать, что 
антибиотики настолько изменяют рибосомы, что ослабевает специ- 
фичность считывания хода. 

Мы уже обсуждали ранее вопрос о разобщенности процессов 
транскрипции и трансляции, т. е. о том, чо т-РНК отделяется от 
матрицы ДНК и мигрирует в другую часть клетки для осущест- 
вления белкового синтеза. Однако не исключено, что процессы 
эти не обязательно должны быть разобщены, т. е. синтез белка 
может идти, пока т-РНК еще остается прикрепленной к гену. 
Такой процесс вполне возможен У бактерий или у многоклеточ- 
ных животных, клетки которых имеют ядерные рибосомы. Эта 
точка зрения получила подтверждение в опытах с бесклеточной 
системой, в которой ДНК присоединяется к рибосомам с помо“ 
щью т-РНК [498]. 

Давайте посмотрим теперь, каким образом может быть нару” 
шен нормальный ход процесса. Проще всего проследить это на 
примере синтеза глобина у различных форм гемоглобина 101, 
147, 188]. Возможно, в определенном участке ядерной ДНЁ, 
в котором контролируется образование гемоглобина [401, 111, 
188], происходит очень незначительное изменение, т. е. и. 
лишь в одном триплете тимин (Т) замещается на аденин (А). 910 
изменение передается по наследству. Оно вызывает небольшое 
нарушение в строении т-РНК, в результате чего в цепи из = Е 
аминокислот в одном месте валин замещает глутаминовую ей 
ту (фиг. 100). Такая незначительная замена настолько СИЛЬН 


4-й 
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ут Коди 


тальные [| 
кодирует е 
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изменяет свойства гемоглобина, чт 


при низком давлении к о эритроциты, обычно круглые 


ислорода, становятся серповидными. 


Е ают от серьезной болезни, изве- 
зы (НЬЗ) ‚ви и: анемии. В гемогло- 
,. лин дей 

деиствительно занимает место, 


в в нормальном гемоглобине (НЬА) находится глута- 
минокислота. Эта замена связана с заменой Т на А 
в соответствующем месте молекулы ДНК (фиг. 100) 


ДНК ТЕТЕГСТАЩТА Цттт 

т-РНК АЦА ЦЦЦ АУГ АУГ ААА ] 
НЬА Тре — Про— Глу — Глу — Лиз 
ДНК ТГТГГГААЦТАЦТТТ 

т-РНК АЦА Ц УУГ АУГ ААА $ р 
НЬ$ Тре — Про Вал — Глу — Лиз 


Кодирование нормального 
гемоглобина 


Фиг. 100. Последовательность оснований в участке ДНК и соответствующих 
т-РНК, участвующих в синтезе гемоглобинов А и 5 
Видно, что средняя глутаминовая кислота в гемоглобине А заменена на 
валин в гемоглобине $. 


Можно думать, что талассемия [472] возникает из-за образова- 
ния неправильной т-РНК, участвующей в синтезе гемоглоби- 
на [4104]. | 

Сейчас известно уже несколько такого рода нарушении, назы- 
ваемых молекулярными болезнями [188]; причина таких заболева- 
ний заключается в наследуемой ошибке в строении молекулы 
ДНК. Некоторые из них приводят к нарушениям обмена веществ, 
так как сопровождаются синтезом «поврежденных» ферментов, 
которые не могут обеспечить правильного пы рост 
метаболического процесса. Приведенная т дж д- 
сказана в 1909 г. Гэрродом, когда он дет свою р ить 
ныне классической книгу «Врожденные ошиоки метаболизма». 


Регуляция белкового синтеза 


ос. Мы до сих пор 

ь еще один вопр 

Нам следует обсудить тепер Е и оизводит 

еще не в ом объяснить, а ро бноонфь— я кро 
‹лючая ферменты, 

непрерывно все те белки, вклю лько тогда, когда 


то 
делать. Некоторые ферменты а роврьн Рощи 
появляется потребность в них. `е. не работает. Весьма 


т 
ДНК в обычных условиях р ры | Моно вероятный меха- 
привлекателен предложенный орион [102—106] у бактерий. 
а 
н ования синтез стронов, рас- 
а мои несколько структурных генов или цистр В 
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положенных рядом в молекуле ДНК и тесно сцепленных на гене. 
тической карте, образуют так называемый оперон. Оперон нахо. 
дится под контролем особого гена — оператора, тесно связанного, 
по генетическому местоположению с опероном (фиг. 104). 


к. Оперон 
Ген-регулятор Ген-оператор Структурные гены 


| 


жмм\иЩ^ 


} 


[Е 
Репрессор 5000 5000 0000 0000 Белки 
(ферменты) 
© 
Эффектор 
(индуктор) 
Д 


Инактивированный 
репрессор 


Оперон 
Структурные гены 


Ген-регулятор Ген-оператор 


} 


ДНК 


Хх. Бо Ч о 


| Репрессор лилии, и-РНК 


Белки 
утих 9505 ЗОО 505 об бе) 


© 
'Эффектор Б 


Фиг. 101. Оперон. 


А. Ген-регулятор образует репрессор, блокирующий ген-оператор и тем 
самым предотвращающий формирование т-РНК на структурных генах. 
В присутствии эффектора (индуктора) репрессор инактивируется и ген- 
оператор дает «сигнал» структурным генам начать работу. Б. Репрессор 
становится активным при соединении с эффектором: в данном случае роль 
эффектора может выполнять продукт одного из ферментов, образованных 
структурными генами (угнетение по принципу обратной связи). 


Если оператор открыт, то каждый цистрон оперона синтези- 
рует т-РНК, которая в свою очередь контролирует образование 
полинептидов в соответствии с генетической информацией, заклю” 
ченной в оперонах. - 

Если же оператор закрыт, то никакого синтеза т-РНК У 
происходит. Оператор бывает закрыт, когда он вступает в контакт 
со специфическим цитоплазматическим репрессором, образован” 
ным геном-регулятором. Репрессор действует негативно В 1 
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смысле, что в актив : 
т-РНК и Де бинтов он останавливает синтез 
Активность репрессора уп ферментов [407, 108]. 
литами, полу“ управляется специфическими метабо- 
, учившими название эффекторов. При образовании 
индуцируемых ферментов ин) в 
и инактиви дуктор действует как эффектор 
лвирует репрессор; это приводит к тому, что 
му, репрессия 
гонвгонертора снимается. В результате цистроны в опероне 
могут начать синтез соответствующей т-РНК, а это в свою очередь 
приводит к синтезу закодированных в этих цитронах полипеп- 
тидов, синтез которых в отсутетвие индуктора был репрессиро- 
ван. Было экспериментально показано, что в присутствии специ- 
фически индуцирующих эффекторов у делящихся бактерий резко 
возрастает количество образующейся т-РНК, способной обра- 
зовывать гибриды с той фракцией ДНК, которая содержит соответ- 
ствующий оперон [109]. Таким образом, действие репрессора, 
по-видимому, связано скорее с ингибированием образования 
т-РНК, чем с подавлением ее деятельности. Однако не исключена 
и последняя возможность; высказывалось предположение, что 
активность репрессоров может быть направлена против опреде- 
ленных форм $-РНК, необходимых для трансляции одного или 
нескольких цистронов данного оперона [405]. я 
Другой тип репрессоров, так называемые апорепрессоры [203], 
связаны с регуляцией репрессируемых ферментов; эти репрес- 
соры, активируясь в присутствии своего эффектора, закрывают 
соответствующий оператор (фиг. 12, Б). Такая система уже 
упоминалась нами в Гл. Х в связи с механизмом обратной связи. 
В свое время считали, что репрессоры являются поте + 
тидами. Сейчас кажется более вероятным, что репрессоры пред 
РНК 1130, 135], или, что еще вероятнее, 
остерических участка [404]. Один из 
тво к последовательности нуклеоти- 
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такой полицистронной т РН тии. Путь синтеза гистидина 


вым опероном У байтотеИа УЕ что в нем принимают участие 
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и ет г те структурные тены расположены ру 
сять ферментов; 


Глава ХИ 


286 


в хромосоме батопеЙа. Тонкая структура этих генов была под. 
робно изучена и нанесена на карту [112]. Было подсчитано, что 
если отдельная молекула т-РНЕ соответствует целому гистиди- 
новому оперону, то ее константа седиментации должна составлять 
приблизительно 389. Если же каждому отдельному ферменту соот- 
ветствует своя т-РНК, то молекулярные веса таких т-РНК 
будут ниже. Экспериментальные данные показали, что коэффи- 
циент седиментации т-РНЕК для этой системы составляет 545. 
Полученная величина слишком велика для т-РНК, кодирующей 
какой-либо один из известных ферментов, и хорошо согласуется 
с величиной, предсказанной для т-РНК, соответствующей целому 
оперону [113]. Отсюда следует, что т-РНК может образовать 
с рибосомами комплекс, который способен синтезировать все 
полипептиды, закодированные в одном опероне. 

В присутствии гистидина синтез ферментов гистидинового 
оперона подавляется [112]. Следовательно, мы имеем дело с систе- 
мой, в которой репрессор взаимодействует с оператором только при 
наличии эффектора, в данном случае — гистидина (фиг. 101, Б). 

Кроме гистидинового оперона, тщательному изучению под- 
вергся лактозный оперон А. с01: [114]. Если к растущей культуре 
Е. со@й добавить лактозу или некоторые другие галактозиды, 
то наблюдается координированный синтез трех ферментов: 

1. В-Галактозидаза, которая гидролизует лактозу. 

2. Тиогалактозидтрансацетилаза, катализирующая перенос 
ацетильной группы с ацетилкофермента А на тиогалактозидный 
акцептор. 

3. Галактозидпермеаза, регулирующая поступление лактозы 
в клетку. 

Ферменты эти образуются в совершенно различных количест- 
вах. На долю &-галактозидазы приходится 6% белка в полностью 
индуцированной клетке Ё. сой, тогда как содержание трансаце- 
тилазы достигает лишь 0,2%. Можно думать, что В-галактозидаз- 
ный ген локализован ближе к оператору, чем трансацетилазный 
ген [442, 414]. 

Следует подчеркнуть, что, хотя концепция оперона была 
выдвинута на основании данных, полученных при изучении неболь- 
шого числа бактериальных систем, применить ее, по-видимому, 
можно и в отношении более сложных систем, существующих 
в животных и растительных клетках [202, 203]. Следует, однако, 
указать, что в таких клетках в процессах регуляции белкового 
синтеза участвуют и гистоны (стр. 138). 

У многоклеточных животных ядерная ДНК связана с гисто- 
нами [149, 120, 128], роль которых в течение многих лет остава- 
лась загадкой. Еще в 1950 г. Стедмен и Стедмен [124] высказали 

предположение, что гистоны, возможно, регулируют генетиче- 
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скую активность. Однако эта точка зрения в св 

тила поддержки. Только в 1962 г ме ое время не встре- 
тая © тканями растения, показали, что и п рабо- 
занная © гистонами в комплекс, утрачивает с и свя- 
активность для ДНК-зависимого биосинтеза РНК 2 
Вместе с тем, как показали опыты с хроматином тороха 
какой-то участок ДНК в хроматит р ‚ если 


е остается свободным от гисто- 
на, то он бывает способен принимать Участие в биосинтезе РНК. 


Такой хроматин после выделения из семядолей проростков гороха 
поддерживал ДНК-зависимый биосинтез РНК в присутствии 
РНК-полимеразы из Е. сой. Если к такой системе добавить 
систему РНК-зависимого синтеза белка на рибосомах (тоже из 
Е. сой), то можно ш УИто наблюдать синтез запасного глобу- 
лина, характерного для семядолей гороха [124, 125]. Хроматин 
из точек роста стебля, не синтезирующий Ш \!у%0 запасного 
глобулина семян, не синтезирует его и ш уИто. Однако если 
из хроматина точек роста стебля удалить гистоны, то высво- 
божденная ДНК поддерживает синтез глобулина. Эти резуль- 
таты подтверждают гипотезу о том, что ДНК каждого вида 
содержит необходимую информацию для синтеза всех белков 
этого вида. Однако во многих тканях определенные участки ДНК 
закрыты гистонами, в результате чего в этих тканях образуются 
только белки, характерные для данной ткани. Вполне возможно, 
что этот механизм участвует в процессах дифференцировки в заро- 
дышах. В развивающихся яйцах лягушки структурные гены 
большей частью до гаструляции блокированы гистонами, что 
предотвращает синтез т-РНК 1426]. После Бао. 
между структурными генами и гистонами изменяется, чт == 

дит к синтезу т-РНК, а это в свою очередь приводит Аб: > 
белков, характерных для каждон оч о [194] 
ДНК-затравок гистонами лы 

и ядрах зобной железы теленка [4126— . 


Синтез белка в ядре 


Осава [437, 138, 139] показали, что в ядрах, 

зобной железы в растворе сахарозы с низ- 

происходит включение меченых амино- 

а ’этот вависит от наличия определенной 

- го источника 

концентрации ионов натрия И от лены нь =”. 

ме ры АТФ, который, печени = ен 

. * 

рык как к син- 

в тб ее ДНК, теряют рис >. 
ТОВ АТФ, так ик, поглощению -. : 

‹ мо 

НК или других полианионных М 


Мирский, Олфри и 
выделенных из клеток 
ким содержанием каль 
кислот в белки. Проц 


й 
9 


288 Глава ХШ 


ливаются. Подобно цитоплазме, ядро содержит ферменты, акти. 
вирующие аминокислоты; активированные аминокислоты связы- 
ваются с какой-то ядерной РНК, которая, по-видимому, играет 
такую же роль, как 5$-РНЁК цитоплазмы. 


Обмен веществ в печени в связи 
е синтезом белка 


Исследования Замечника и многих других (см. выше) позво- 
лили нарисовать весьма правдоподобную картину той роли, 
которую РНК играет в биосинтезе белков. Однако зависимость 
белкового синтеза от скорости синтеза и распада РНК пока еще 
трудно понять. Так, например, наряду © системами, в которых 
между скоростью синтеза РНК и интенсивностью белкового 
синтеза существует, по-видимому, зависимость, известны и такие 
системы, в которых скорости синтеза белка и РНК как будто не 
связаны между собой. Печень представляет собой очень своеобраз- 
ный пример системы, в которой при изменении аминокислотного 
состава пищи наступают довольно сложные сдвиги в метаболиз- 
ме РНК. Мы уже упоминали (стр. 111) о том, что при скармлива- 
нии крысам пищи с недостаточным содержанием белка их печень 
быстро теряет белки, РНК и фосфолипиды. Следовательно, состав 
диеты оказывает регулирующее воздействие на метаболизм каж- 
дого из перечисленных соединений. В случае РНК оно было 
подробно. изучено в серии опытов, проведенных Манро и его 
сотрудниками. В первых своих опытах они установили [140], что 
поглощение РЗ? рибонуклеиновой кислотой, по-видимому, зависит 
от энергетического фонда пищи. Резкие же колебания в количестве 
съеденного белка не оказывали влияния на включение Р?3?; дан- 
ные эти согласовывались с более ранними наблюдениями других 
авторов [144]. Казалось бы, эти факты указывают на отсутствие 
связи между содержанием белка в пище и скоростью синтеза РНК. 
На первый взгляд это трудно увязывается с теми значительными 
изменениями количества РНК в печени, которые наступают при 
сдвигах в белковой диете. Поэтому было необходимо выяснить, 
каким образом поглощение белка может влиять на количество 
РНК, не изменяя при этом скорости синтеза. Для этого были 
поставйены новые опыты, в которых изменения в обмене РНК 
и белка были прослежены с помощью РЗ? и 2-САглицина [142]. 
Оказалось, что РНК поглощает изотопы независимо от содержа- 
ния белка в диете только в том случае, если животных ВН 
|} на протяжении всего ‘опыта. Если же крыс после обильной оел- 
ковой пищи заставляют голодать, то включение РЗ? в РНК падает 
|] очень заметно; еще сильнее снижается включение глицина в РНК. 
Исходя из различных данных, можно думать, что это явление 
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обусловлено разведением фонд 


ея РНК. В пользу ева предшественников продуктами 
предположения свидетельствует 


4 

следующее наолюдение: у голодающих крыс глицин очень слабо 
включается в соединения аденина и гуанина, вхо 
растворимую фракцию печени, т. е. во фракцик аа оненынв: 8 

оз РНК. Е цию, из которой синте- 
зируется сли таким голодающим животным скармли 
белок, то следы разведения фонда быстро стлаживаютс кг: 
ление РЗ? и глицина в РНК немедленно увфненавО, П 
сильно возрастает углеродная метка в аденине и гуанине, входя- 
Е торимыь фонды предшественников. Кроме того, 
у накормленных белком животных уменьшается образование аллан- 
тоина. Таким образом, между доступностью аминокислот для 
белкового синтеза и стабильностью РНК печени имеется тесная 
взаимосвязь, в результате которой белковый уровень пищи опре- 
деляет количество РНК в клетках печени, регулируя скорость ее 
распада. 

С помощью дифференциального центрифугирования было изу- 
чено распределение РНК в различных фракциях печени. Оказа- 
лось, что У крыс, не получающих белок, основная потеря РНК 
приходится на микросомную фракцию, соответствующую эндо- 
плазматической сети целой клетки [143]. Данные, полученные 
при помощи электронного микроскопа, также говорят о том, что 
в печеночных клетках голодающих крыс степень выраженности 
эндоплазматической сети резко ослабевает [4144, 145]. Через 
несколько часов после скармливания животным белковой пищи 
начинается новообразование компонентов эндоплазматической 
сети: первыми появляются мембраны, пока еще о. рибо- 
сом; рибосомы возникают на вновь образованных меморанах 
позднее. Таким образом, изменения в обмене РНК, наблюдаемые 
при различном содержании в пище белка, по-видимому, тесно 
связаны с тем обстоятельством, что при изменении в пище содер- 
жания белка изменяется степень выраженности эндоплазматиче- 


ской сети. 

Схематическое изображение те 
нию Манро и Кларка [146], пром ациона, показаны на 
белка в пищу и при иоключении его из п г ит к образованию 
фиг. 102. Поступление белка в организм привод 


ментах РНК. 
% оплению на ее эле 
эндоплазматической сети и нак отся не на сети, а в каких-то 


По-видимому, эта РНК синтезирует ея. п Зее 
других участках клетки, откуда, уж о ебнамьненео 
и переносится на эндоплазматическую сеть; 


ить РНК клеточ- 
ь = сети может служ 
ком РНК эндоплазматической с о или незаменимые амино- 


о Е 
ного сока (РНК) [447]. Кота 66 омонтоя эндоплазматической 
кисло чают из рац Е о усиливается. 
сети к меньше, а распад ВЫБ ‘оремовнеу 


х процессов, которые, по мне- 
сходят в печени при введении 
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В результате происходит разведение фонда предшественнико, 
РНК за счет продуктов ее распада и усиливается выделение аллан- 
тоина. Таким образом, первичные изменения при белковом голода. 
нии связаны, по-видимому, с формированием эндоплазматической 
сети. В связи с этим интересно, что при злокачественном росте 
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Фиг. 102. Влияние пищевого рациона на метаболизм РНК [147]. 


клеток печени эндоплазматическая сеть весьма скудна 


и в этих клетках не происходит сдвигов в метаболизме РНК 
в ответ на изменение белкового рациона [448]. 


РНК и центральная нервная система 


С большим интересом было вс 
ствовании особого молекулярно 
информацию в течение жизни индивидуума, т. е. что память 
о тех или иных событиях может сохраняться в нервной системе 
благодаря ‘образованию или видоизменению особых молекул или 


тречено предположение о суще- 
го механизма, накапливающего 
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их комплексов, которые можно рассма 
А 


отпечаток или следы памяти» [1 
подходит РНК [162]. М68]. 


В настоящее время накоплено уже много фактов, ук ь 
щих на то, что метаболизм РНК тесно связан ‚ указываю 
мации (память) и с научением 469, 170, 204] ет. инфор- 
(стр. 112), что в процессе функционирования и упоминали 
содержание РНК в них может изменяться [158, 159], ие. 
значительно изменяется соотношение оснований в ядерной РНК 
ядра Дейтерса крысы при научении ее балансировать [160]. Резко 
возрастает отношение аденин/урацил; этот сдвиг сохраняется 
в течение 48 час после окончания «уроков». Изменения в составе 
оснований были обнаружены и в прилежащих клетках нейро- 
тлии [161]. 

Менее надежные доказательства были получены в опытах 
с регенерирующими хвостами планарий; в этих опытах было 
показано, что РНК-аза препятствует сохранению условнорефлек- 
торного ответа [479]. Трудно в действительности представить себе 
[205], как может осуществляться передача опыта или способности 
к научению от одной планарии к другой, когда одна планария, 
пожирая другую, съедает в результате ее РНК [180]. 

Еще одна серия доказательств основана на применении пури- 
нового аналога, 8-азагуанина, который включается в нефункцио- 
нальную РНК. Крысы с такой РНК не могут рр = ем 
как выбраться из нового лабиринта. Вместе с тем =: 
мешает воскрешать в памяти ранее изученный путь пер 


лабиринта [181]. , 
Кроме того, в опытах со спинным мозгом крысы было уста- 
ы - ремени, необходимый 


, в 
новлено, что 8-азагуанин удлиняет р Иа 
для «закрепления опыта» [470, 474]. Этот пер 


ый, по имею- 
при Ввелонии 1 „З-грициано-2-амино-1гпропена, Кор т ыы 
щимся сведениям, увеличивает концентр 
а спользовать введение РНК для улуч- 


Известны даже попытки и | 
шения памяти у дряхлых люд 


ны как «молекулярный 
ольше всех для этой роли 


ло гические во здейетвия 


а ны. б ных и, по-видимому 

РНК обусловливает целый ряд р т ффектов. 'Мы уже затра- 

не связанных между собой биологические, РНК вирусов (стр. 155). 
тивали этот вопрос в связи © инфекциони выделенная из них фрак- 
РНК из различных источников (1 зование гемолитиче- 


т обра 
жк 4 $ [164 
й РНК-аз6) ст ептолизина 5 [164— 
ка И так называемого стр. 
и стрепто 


же поли-(А, Г, У, Ц) [166]. 
166]. Этим свойством обладает за 19* 
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ыы 

РНК, выделенная из матки крысы, получавшей эс 

оказывает действие на матку [200]. РНК из культур макр 

инкубированных с антигенами, способствует образованию 

фических антител, если ее добавить к культуре лимфоцитов [201]. 
Роль РНК в индукции эмбриогенеза пока неясна. Имею 


щиеся 
данные обсуждаются в нескольких обзорах и критических статьях 
[149—157, 199]. 
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Введение 


Несмотря на то что нуклеиновые кислоты были открыты еще 
в 1865 г. и долгое время привлекали внимание многих исследова- 
телей, их роль в жизни клетки оставалась совершенно неясной. 
На их фундаментальное значение в процессах жизни указывало, 
во-первых, их присутствие в составе не только растительных 


9 (1964) и животных клеток, но и бактерий и вирусов и, во-вторых, их 
Ава. За, З.Н локализация в клетках, изученная гистохимическими методами. 
Однако сущность их роли оставалась загадкой до тех пор, пока 
338 (1981. не обнаружили, что вещество, ответственное за «травоформадияй 
‚ п пневмококков, является полинуклеотидом [1, 3, 10, 13, 14]. 
, , ай 
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Химическая природа трансформирующего фактора оставалась 
неизвестной. Только в 1944 г. Эвери, Мак-Леод и Мак-Карти (из 
Рокфеллеровского института в Нью-Йорке) обнаружили, что 
ДНК, экстрагированная из капсульных гладких штаммов пнев- 
мококков типа Ш, будучи добавлена в культуральную среду, 
превращает бескапсульные бугорчатые клетки в полностью инкап- 
сулированные гладкие клетки типа Ш [2]. Полученные гладкие 
клетки могут размножаться далее сами по себе и давать потомство 
такого же гладкого типа с новой ДНК, обладающей теми же 
свойствами. Следовательно, ДНК пневмококков способна не 
только вызывать свою собственную редупликацию, но и индуци- 
ровать специфическое наследуемое свойство — синтез капсулы. 
Иными словами, она выполняет две функции, обычно приписы- 
ваемые гену. 

Очень важно установить, действительно ли одна только ДНК 
является тем химическим соединением, которое осуществляет 
трансформацию, и исключить возможность того, что какой-то 
другой фактор, например связанный с ДНК белок или углевод, 
может также принимать участие в процессах трансформации. 
Известно, что ДНК очищенного трансформирующего фактора не 
содержит ни химически улавливаемого, ни серологически обна- 
руживаемого белка. Кроме того, известно, что этот фактор не 
инактивируется протеолитическими ферментами, но зато инакти- 
вируется дезоксирибонуклеазой. Более того, при гидролизе транс- 
формирующего фактора образуется всего лишь одна аминокис- 
лота — глицин, о которой известно, что она возникает при рас- 
щеплении аденина. Приведенные данные свидетельствуют, что 
ДНК является единственным трансформирующим фактором. 

Описанные результаты вызвали большой интерес к явлению 
бактериальной трансформации. Дальнейшие поиски показали, что 
эффект не ограничивается пневмококками, но может быть получен 
на многих бактериях, например на Наеторь из тЙиепга [3, 41, 
Езсйетсма со [5] и на менингококке. Эти трансформации не 
ограничиваются изменениями серологического типа — они могут 
наделить бактерии устойчивостью к специфическим лекарствам 
или антибиотикам или же способностью использовать те или 
иные питательные вещества. К настоящему времени известно 
свыше 20 различных примеров трансформаций капсулярных 
признаков, в том числе трансформации 15 различных полисаха- 
ридных антигенов. Более 30 биохимически совершенно различных 
признаков было привнесено т УЙто при помощи бактериальных 
ДНК в клетки гомологичных видов. ; 

Ниже перечислены некоторые признаки, приобретенные бак- 
териями в результате трансформации с помощью препаратов 
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Среди проведенных в последнее время исследований одной 
из наиболее интересных была превосходная работа Хочкисса 
16—12], посвященная устойчивости к лекарствам и антибиотикам. 
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приостановить деление на какой-то одной, одинаковой для всех 
клеток фазе цикла деления. Когда такую культуру нагревают 
вновь до 37°, все клетки начинают синхронно делиться. В этот 
период к культуре добавляют ДНК из устойчивого штамма 
и дают ей в течение 5 мин воздействовать на клетки. Затем обра- 
батывают культуру ДНК-азой, разрушающей всю внеклеточную 
ДНК, и продолжают инкубацию еще 2 час. Уже через 45 мин 
появляются признаки ‘устойчивости к стрептомицину; такая 
клетка медленно делится, и в течение нескольких поколений 
новая ДНК передается только одной из ее дочерних клеток. 
Наконец, клетка начинает удваивать ДНК и передавать ее обеим 
дочерним клеткам, которые также удваивают ДНЕ при делении. 

Часть культуры затем переносят на среду, содержащую стреп- 
томицин; нетрансформированные клетки на ней погибают, а устой- 
чивые выживают; в конце опыта их можно сосчитать. Таким 
путем можно количественно выявить только относительно неболь- 
шое число трансформированных клеток. Именно трудностью обна- 
ружения, возможно, объясняются неудачи при попытках транс- 
формировать не бактерии, а другие организмы. 

Обычно доля трансформированных клеток из всех клеток, 
обработанных соответствующей ДНК, действительно мала. Хоч- 
киссу, однако, удалось добиться величины 17%. Один из факто- 
ров, способствующих успеху, заключается в выборе более вос- 
приимчивого к трансформирующему агенту штамма, поскольку 
штаммы могут сильно различаться. Второй фактор — концен- 
трация ДНК и длительность обработки ею клеток. Оптимальная 
концентрация составляет около 0,5.10-6 г/мл; оптимальным для 
трансформации временем является период непосредственно после 
завершения цикла деления. Если пневмококки охлаждать до 
температуры, при которой рост останавливается, а затем вновь 
подогревать, они начинают делиться синхронно и случаев транс- 
формации становится исключительно много. 

Пока еще не выяснено окончательно, каким образом трансфор- 
мирующая ДНК проникает в клетку. Известно, что на приобрете- 
ние новых признаков, индуцированных ДНК, нужно более 1 час 
и что после ассимиляции новой ДНК клетка некоторое время раз- 
множается медленнее, чем ее невидоизменившиеся соседи. Обза- 
ведение механизмом для удвоения новой ДНК требует еще более 
длительного срока. 

Оказалось, что с помощью одного и того же препарата ДНК 
можно вызвать трансформацию по нескольким наследуемым при“ 
знакам, а именно один образец ДНК может индуцировать У В9б- 
приимчивых бактерий три признака: устойчивость к отеневеочнней 
ну, устойчивость к стрептомицину и способность а 
капсулу. Такой образец ДНК может осуществлять трансфор 
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клеток. 98% 
^» трансформированных кле- 


ков, 2% приобретают пранеформированных призна- 
знака 9 
я АЯ ты появ е всех и 
№ вн око препаратов ДНК нельзя НВ 
перед набора признаков донора реципиент 
в некоторых случаях все же возмоя ее 


: кна передача нескольких сцен- 
г. ыы собой признаков. Например, признак в 
вости трептомицину сцеплен, очевидно, с таким признаком, 


как способность пневмококка испо; 
энергии маннит. пользовать в качестве источника 

Вероятно, ДНК каждого организма или вида различаются 
в биологическом отношении. Все попытки осуществить трансфор- 
мацию в пневмококках введением ДНК из других источников 
были безуспешными. Такие посторонние (гетерогенные) ДНК 
способны, однако, проникать в пневмококки; не вызывая замет- 
ных изменений в свойствах клетки, они могут воспрепятствовать. 
проявлению трансформирующей активности той ДНК, которая 
в обычных условиях вызывает трансформацию. Другими словами, 
гетерогенные ДНК действуют в некоторых отношениях как кон- 
курентные ингибиторы; будучи достаточно схожими с пневмо- 
кокковой ДНК, они легко проникают в клетку, а проникнув, 
блокируют в ней трансформирующее действие вводимой затем 
ДНК из пневмококков. 

По-видимому, любая трансформация по существу сводится 
к тому, что бактерия приобретает способность к синтезу ранее 

ь Хочкисс [20] первыми обна- 

О ув ей трансформирующим 

жили, что в организме, : 
фактором (ДНК), попадет ый тю манит, 
что штамм пневмококков, не м вы в присут- 
приобретает эту способность, я вме сахар. Трансформи- 
ствии ДНК из штаммов, бот тот ся от родительских 
рованные таким путем организмы ©" наннитфосфатдегидрогеназы. 
форм наличием нового фермента :р индуцируемым, и трансфор- 
Эта ферментная система Аа * синтезировать фермент, когда 
мация делает клетку способной, жащую маннит. Трансформи- 
организм попадает на среду, содер 
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Чаргафф и его сотрудники [58] выделили ДНК из протопластов 
дикого штамма Е. сой и этой ДНК обрабатывали мутант, нуждаю- 
щийся в лизине. Оказалось, что в результате такой обработки 
У бактерий, ауксотрофных по лизину, восстанавливается про- 
тотропный тип питания, при котором протопласт уже не нуждает- 
ся в поступлении лизина извне. Эта форма бактериальной транс- 
формации была названа ими «восстановительной». 

Данные о бактериальной трансформации обсуждаются в много- 
численных обзорах [9—44, 15—17, 25, 26]. Можно ли получить 
аналогичные соматические трансформации у животных, пока еще 
точно не установлено. Известно лишь несколько опытов, указы- 
вающих на возможность трансформации у многоклеточных. 
Например, выделили ДНК из культуры клеток человека линии 
0985, в которых содержится фермент ИМФ-пирофосфорилаза 
(К. Ф., 2.4.2.8), осуществляющий следующую реакцию: 


Гипоксантин-- ФРИФ „> ИМФ -- Пирофосфат. 


Выделенную ДНК добавили к культуре клеток линии 098/АН-2, 
не способной к синтезу этого фермента. Это привело к появлению 
трансформированных клеток, содержащих ИМФ-пирофосфорилазу. 
Такие клетки обнаруживают, выращивая их в определенных 
селективных условиях. ДНК-аза снимала трансформирующую 
активность, РНК-аза же таким действием не обладала [21]. 
Имеются данные о возможности вызвать с помощью ДНК сома- 
тическую трансформацию одной породы уток в другую породу 
[27, 28]; однако пока еще эти данные не нашли подтверждения. 


Явление транедукции 


Явления, аналогичные бактериальным трансформациям, были 
изучены на бактериофаговых системах, о которых мы уже расска- 
зывали в главе [Х. Если мутант Е. сой, не синтезирующий тими- 
на, заразить бактериофагом Т2, то в нем можно индуцировать 
‹пособность синтезировать тимин. По-видимому, неспособность 
осуществить синтез тимина обусловлена отсутствием соответствую- 
щего фермента. Поскольку при заражении бактериальной клетки 
фагом в нее переходит только фаговая ДНК и не переходит белок, 
то именно ДНК, по-видимому, ответственна за процесс трансдук- 
ции. ДНК фага привносит с собой какой-то механизм, обеспечи- 
вающий образование фермента, необходимого для синтеза тимина. 
Однако бактериофаг лишь в том случае оказывается способным 
вызвать синтез нового соединения в бактерии-хозяине, если он 
предварительно культивировалея на бактериях, способных 
к данному синтезу. Следовательно, процесс трансдукции анало- 
гичен процессу трансформации [11, 22]. ‹ 
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Сейчас получен 
„вены данных, по 


пи ДНК де 
необра 
‚ аналог 


ный детерминант, вызывая 
ных признаков клеток 


высших организмов [1]. Поэтому 
есть все основания думать, что бактериальные трансформации 


‹видетельствуют о том, что ДНК — это активный материал гена, 
что он может быть экстрагирован и очищен, сохраняя при этом 
<вою генетическую функцию, и что он может проникнуть в гомо- 
логичную клетку и стать постоянной составной частью ее генети- 
ческого аппарата. 

Оказалось довольно трудно подтвердить эту гипотезу. Бой- 
вин, однако, высказал предположение, что если у высших расте- 
ний и животных ДНЕ действительно является активным материа- 
лом гена, то у каждого данного вида содержание ДНЕ в наборе 
хромосом должно быть постоянным. Так оно и оказалось, по 
крайней мере приблизительно. 


ДНК клеточного ядра 


Наиболее характерной составной частью клеточного ядра 
является ДНК. В обезжиренных головках сперматозоида лосося 
ее содержание может достигать 48,5% сухого вещества. Дрь 
по содержанию нуклеиновой кислоты в ядрах ик значите: 
ной степени зависят от метода выдоленидь в опу ее 

‹их пределах. Обычно содержани 
величины колеблются в широких преде- оо ЗО ОО 
нуклеиновых кислот в ядрах составляет 


ства. яжание ДНК в ядре 
: нее содерж в 
к ее м = соматических тканей дан- 
ет, для ядер 7 54—67]. Вместе с тем 
А тс кет ный <. а. гаплоид- 
т НК в ядрах сперматозоидов, со а в ядрах сома 
а ее р. А =. 
а д осом, примерно вдвое че. нашли подтверж- 
ный набор хром р ида. Эти наблюдени - а. 
тических клеток того же Вия лей [69, 70] (табл. 23) и обсуж 
дение в работах других ат [65]. Данные, имеющиеся 
й эволюцио обзоре [74]. Как видно 
и 9 кела собраны в специальном р 
0 этому вопр , х кры 
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Таблица 23 
Среднее содержание ДНК в клеточных ядрах 


Ссдержание ДНК на 1 ядро, пг (10-12 г) 


домаш- 
крыса| няя ол жаба | карп 
п 


Печень 
Почки 
Селезенка 
Легкие 
Лейкоциты 
Эритроциты 
Сердце 
Поджелу- 
дочная 
железа 
Мозг 
Мыпцы 
Сперма 


< <> 
952 > 


Е 


* Зародыш цыпленка. 


Ниже приводятся данные о содержании ДНК в фаговых ча- 
стицах или ядрах (гаплоидные наборы) [68]. 


Объект 


Бактериофаг Т2 
Е. сой 

Губки 
Кишечнополостные 
Иглокожие 
Костистые рыбы 
Птицы 

Черепахи 
Млекопитающие 
Лягушки 
Двоякодышащие рыбы 
Амфиумы 


Приведенные величины показывают, в каких пределах может 
колебаться содержание ДНК в биологических объектах. 

ДНЕ различных тканей одного и того же вида не различаются 
ни по своему содержанию в клетке, ни по своим В 
Так, например, ДНК, выделенные из различных тканеи мыши, н 
отличаются друг от друга ни по среднему нуклеотидному рорАЕ 
ни по плотности, ни по поведению при хроматографирова 


[425, 126]. 
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стр. 123 оп рой мы уж 
(стр ), ределяли содержание ДНК ь. говорили раньше 
25 отдельных ядрах. 
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раговых 5 


140 160 180 
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Интенсивность окраски по Фёльзену 


ание ДНК в изолированных ядрах почки (А) и печени (Б) 


крысы. | 
ощи количественной микроспектрофотометрии 
сс отложена интенсивность окраски 


ах (по данным Томсона). 


Фиг. 104. Содерж 


Данные получены при пом 
после покраски по Фёльгену. По оси абеци 
по Фёльгену в условных единиц: 


или в ультрафиолетовом, или в видимом 
учае используют предварительную покраску 
зеленым, либо по Фёльгену [72—75]. Эти 
методы имеют ряд серьезных ограничений [76] и ад дают 
величины относительные, & н® абсолютные. Однако они, еоор. 
но получения сравнительных данных. В отдельных 
ой о п использовать ля определения абсолютного 
у учаях их удается 74]. Результаты фотометрических 


Ядра фотометрируют 
свете; в последнем сл 
ядер либо метиловым 


8 количества ДНК’ в ядрах т т 
ни анализов идотельствуют и Вр ня и ы ‚ДНК 
г р и ез : Е очень сильно различаться [76] 
| И  ыбАыюн слектрофотометрическия иерей По 
и ий | фиг. 404. В верхней части рисунка (фиг. А) р = 
и 
ий 


ДНК в 50 ядрах из почки я от др 

ьма компактную гр ы 
Е ла, Б) сделана по результатам анализа 
50 ядер, выделенных из печени; четко видно, что эти ядра раста. 
даются на две основные группы. Меньшая группа ре характе- 
ризуется таким же количеством ДНК, что и ядра почки; во вт. 
рой, менее компактной группе среднее количество ДНК вдвое» 
больше, чем в ядрах первой группы и в ядрах почек. В этом пике 
сосредоточены тетраплоидные ядра (ядра с двоиным хромосомным 
набором), тогда как в первый пик попадают диплоидные ядра 
(с нормальным хромосомным набором), такие, которые обнаруже- 
ны в большинстве других соматических тканеи. Поскольку изве- 
стно, что у грызунов в клетках печени обнаруживается полиплои- 
дия, т. е. наличие ядер с кратным диплоидному набором хромо- 
сом, не удивительно, что при микроспектрофотометрическом 
анализе выявилось два класса ядер. Присутствие тетраплоидных 
ядер в печени крыс объясняет также, почему при химических ана- 
лизах содержание ДНК в ядрах печени крыс оказывается гораздо 
выше [72, 77|, чем в других тканях. 

Такое высокое содержание ДНК не подвергается статистически 
значимым колебаниям даже при очень значительных изменениях 
в характере питания [70]. 

Явление полиплоидии обнаружено также в печени человека. 
До шестилетнего возраста у человека в печени содержатся только 
диплоидные ядра. Тетраплоидные ядра возникают в возрасте 
11—14 лет, ик 20 годам их формирование заканчивается. К этому 
же времени появляются и октоплоидные ядра. В течение всей 
дальнейшей жизни человека в печени существуют одновременно 
все три класса ядер [78]. 

Концепция о постоянстве ДНК в ядре относится как к бакте- 
риальным, так и к животным клеткам. Показано, что содержание 
ДНК в отдельных клетках Васфеит 1асИ$ аеговепез не меняется 
при самых различных условиях культивирования, хотя размер 
клеток и содержание РНЁ при этом подвергаются большим коле- 
баниям [79]. 

Такую стабильность содержания ДНК в ядре иногда весьма 
неудачно толкуют как обязательное постоянство количества 
ДНК в каждом неделящемся ядре. Химические методы могут 
дать только среднюю величину для всей популяции ядер; цитохими- 
ческие методы показывают распределение внутри этой популяции. 
Обе группы методов показывают, что содержание ДНК варьирует 
в достаточно узких пределах, свидетельствуя о том, что содер- 
жание ДНК в клетке изменяется в меньшей степени, чем содер- 
жание любых других компонентов. Например, истинное содержа 
ние ДНК в популяции ядер (по данным спектрофотометрии) 
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может колебаться в обе сто 


ОНЫ 
в пределах 15% [72]. табы а И 
я эти незначительны по сравнению 


и _ Я > 
с2000%-ной разницей между содержанием белк 
эритроцитов и нервных клеток у тех ж м белка в ядрах незрелых 
Стабильность содержания ДНК ы жен 
а двух направлениях Во-первых $ ядре можно использовать 
р ы 2 на позволяет 
в т , нам вычислить 
г ДНК 169] В Участке ткани, если известно общее содер- 
т м о по отношению к ДНК можно выра- 
ткани остальных сое Й 
и В динений (стр. 109). 
Тем самым можно избежать некоторых ошибок, нить рее 
ному р на сырой или сухой вес [69, 70]. В целом количе- 
ство Д в ядре клетки полностью коррелирует с хромосомным 
набором, что было очень четко продемонстрировано на клетках 
асцитной опухоли [80]. к 


Изменения ДНК в ходе митотического 
деления 


Поскольку для каждого вида характерно определенное содер- 
жание ДНК в клеточном ядре и поскольку содержание это варьи- 
рует в очень узких пределах, то естественно, что в быстро расту- 
щей ткани должен наступать в митотическом цикле период, когда 
содержание ДНК в клетке удваивается. По-видимому, удвоение 
это происходит в интерфазе или непосредственно перед профазой 
[81—83]. Справедливость этого предположения была доказана 
в опытах, проведенных Ричардсом [84]. С помощью ни 
ческого сканирующего устройства он добился гораздо золее точ- 
ных измерений содержания ДНК в митотических ядрах, чем это 
было возможно раньше. На фиг. 105 приведена зе О а 
полученных им в опытах с асцитнои опухолью Эрлиха. фе 

‹летк ляются тетраплоидами. В каче 
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Для изучения биосинтеза ДНК в различных фазах митотиче. 
ского цикла очень удобен метод съемных пленок [81, 88—90], 
Использовав  радиоавтографы, полученные этим методом, 
Говард и Пелк исследовали последовательность отдельных этапов 
в ходе синтеза ДНК в корнях конских бобов (Уса }афа) [92], 


5 
Е 
8 
= 
2 
З 
5 


Телофаза 


200 300 
ДНК в условных единицах 


Фиг. 105. Содержание ДНК (в условных единицах) в клоне тетраплоидных 
клеток асцитного рака Эрлиха [84]. 


и не заштрихованы. Сопутствующие им Зоб ужонвые 
«воспалительные» клетки служили эталоном диплоидного количества ДН 
(заштриховано). 


Как они установили, весь процесс синтеза ДНК распадается на 
несколько отдельных фаз. В ранней интерфазе наступает предсин- 
тетическая фаза (С:), после которой идет фаза синтеза ($); за 
фазой 5 следует новая предсинтетическая фаза (С) и рты 
начинается митоз (М) (фиг. 107). Та же цикличность была о и 
ружена и при изучении клеток костного мозга ш уйго [93] ик 


Биологическ 
еская функци; 
ия ДНК 344 


ток асцитной опухол ь 
ность (в часах) пин =. Эрлиха [94]. Ниже при 
а ждой фазы для всех трех вены длитель- 
= = ов клеток: 
ея 5 
Корни бобов 42 6 у. М 
4 


р. | Костный мозг 25—30 12—45 
| х) 1—2 
6 0,5 


Р— 
=> 
к. д 


Опухоль Эр- ый Е 
лиха 12 


Распределение вн 
овь синтезированной ДНК ме; 
., эле ь Н между дочерними 
> ое изучено Тэйлором [96, 97], использовавшим тимидин, 
ее ритием, для изучения синтеза ДНК в корнях пророст- 
. Дочерние хромосомы, образующиеся путем удвоения 


3000 


> 
ПЬ 


2000 


1000 


Относительная удельная радиоактивное 


| а [—— 
0 20 $0 40 50 час 


Фиг. 406. Включение рз2 п М0 В ДНК разных тканей крысы после вве- 
дения изотопа [85]. у 
Г — аппендикс; 1/1 — костный мозг; 1 И — зобная железа; — слизистая 
” кишечника; У — селезенка; 71 — почка. 
, ными в равной степе- 
”. в а, оказались мечен р 
, я режиме < =. МИЛИ подующем же удвоении, протекавшем 
у ни и равномерно- При а включалась только в одну из 
в отсутствие 'Н3з-тимидина, метк 


льтатов следует, 
= осом. Из этих резу. 
каждой пары дочерних пе е целой нити, которая тянется по 


в вид 

что ДНК синтезируется что при последующих ренликациях ее 
я всей длине хромосомы, я (р. опыты Мезельсона и Сталя, 

п целостность ие наРУ оЯ — анные говорят" 0чтОМ+ что в ходе 
ий и 9 стр. 195). Кроме того, тв НК распределяется между дочер- 
я и й ы митоза вновь раны Однако интерпретировать такие радио- 
уе Я" ними хромосомами по ь 

0" в 
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автографические данные нелегко, и тема эта служит предметом 
многих разногласий [98]. 


А В 


Фиг. 107. Митотические циклы, ера по данным радиоавтогра- 
ии у 
А. Меристема корня бобов |. Б. Костный мозг человека [93]. В. Асцит- 
ный рак Эрлиха у мыши [94]. Цифры на рисунке показывают время в часах. 
Общая продолжительность митотического цикла составляет 30 час (4); 
40—45 час (Б) и 18 час (В). 2 — митотические деления; $ — включения изо- 
топа в ДНК; С: и С, — периоды ранней и поздней интерфазы, в течение 
которых ДНК не включает метку. 


Метаболическая стабильность ДНК 


Генетическая роль ДНК подтверждается также характером ее 


метаболизма. Уже давно было показано [30—34], что в неделя- 
щихся клетках не происходит включения РЗ? и меченого аденина 
в ядерную ДНК. Последующие опыты с С14-формиатом в качестве 
предшественника доказали, что находящаяся в покое печень кры- 
сы или кролика шт У1у0 и ш уЙто включает лишь незначительные 
количества изотопа в пурины ДНК [35, 62]. В такого рода исследо- 
ваниях нужны самые строгие меры предосторожности, чтобы быть 
уверенным в том, что пурины, активность которых определяют, 
совершенно не содержат радиоактивных примесей, например 
следовых количеств аминокислот. 

Аналогичные данные были получены при обследовании боль- 
ных лейкозом, которым в течение года вводили терапевтические 
дозы РЗ. У таких людей не было обнаружено никакого заметного 
включения изотопа в ДНК мозга, хрящей и скелетной мускула- 
туры [36]. Такие же результаты были получены методом авто- 
графии. 

Однако имеются указания на то, что в присутствии опухоли 
или развивающегося в утробе матери плода значительно усили- 
вается включение РЗ? в ДНК остальных тканей [37—41, 53]. Так, 
например, у мыши с карциномой грудной железы, а также у бере- 
менных мышей и кроликов ДНК печени, селезенки и почек вклю- 
чают изотоп гораздо интенсивнее, чем у соответствующих конт- 
рольных животных. Этот эффект наблюдался как при использова- 
нии СИ-формиата и С“-глицина в качестве предшественников 


Т, В течение 


актером ее 
в неделя- 
‘о аденина 


Био 0. 
логическая ф 
Ункция ДНК 
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На ДНК кишечника эффект 
и оеыний ляется он и в отношении РНК. 
› при котором одна из крыс- 


мии, пос] 14 #4 
кислоты удельная радиоактивность › после введения С/-оротовой 


ДНК в печени второго парт- 


› чем в печени кон Й 
(контролем служила интактная крыса контрольной крысы 


) [42]. 
, рим тра более прямые данные о метаболической ста- 
ильности ‚ создают такие условия, в которых растущие клет- 


О вжаной ооо аи ель предшественник; затем наблю- 
ь топ задерживается в ДНЕ после того, 
как введение метки прекращается. Такого рода опыты с Е. сой 
[43, 44] показали, что в меченой ДНК атомы фосфора или углерод- 
ные атомы пуринов и пиримидинов не замещаются в течение 
последующего роста. Однако имеются данные о том, что в неде- 
лящихся клетках Е. сой все же могут происходить такие заме- 
щения в тимине и в 5-бромурациле [45]. 

Подобные же результаты были получены и в опытах с печенью 
крыс, регенерирующей после частичной гепатоэктомии (стр. 144). 
В течение периода регенерации происходит быстрый рост клеток 
и интенсивное их деление; максимум митозов наблюдается через 
24 час после операции. Если сравнить скорость накопления ДНК 
со скоростью ее синтеза, рассчитанной по включению Р32, полу- 
чается хорошее совпадение данных, свидетельствующее, по-види- 
мому, о том, что синтез ДНК необратим [46, 59]. На р етот 
биохимическую стабильность ДНК указывает ито ся в ДНК 
ство [48], что РЗ? [47] и С\“-аденин [94 ие "без изме- 
в течение периода регенерации, остаются партии 


нений. 
Этот подход был затем широко использован Бартоном [49], 


Й тоэктомии одно- 
вводившим через 12 час после ина вторую частич- 
временно Р?? и С**-глицин. ры ами удельная радиоактив- 
ную тепатоэктомию. В р лртотт оке в 10 раз выше, чем 
ность Рз? в ДНК оказалась ке а алась и в отношении Сы. 
РИН Аналосичная ноет Бо пля уменьшение удель- 
ВОО Ду ПЕ Воины 

о в м 

О инкаи и было связано © У ие периода реге- 
зированной слабо меченной ры ДНК не потеряла своей 
ни р" торой операции медье полагать, что ДНК, 
ерации после в к едовательно, можно а ищет 
ТОДИОВЕтИВНОСИ и, Родов хромосом, рф тя селения клеток. 
однажды вошедшая В емя удвоения хромосом ом рента нак 
ры а позультаты были получены © ку 

налогичные 


й бировали 
ескольких днеи эти клетки инку р 
ток по Эрлу- В течение н 


ОЕ 
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< Ри С'*-формиатом, после чего их пересадили на немеченуи 
среду; здесь они росли в течение нескольких поколений. Хотя 
в этот «немеченый» период клеточные деления продолжались, 
метка, раз включившаяся в ДНК, сохранилась в ней вся, без 
малейших потерь [50, 54]. Такую же картину наблюдали и на 
клетках асцитной опухоли [52]. 

Таким образом, имеющиеся данные в совокупности дают осно- 
вание думать, что ДНК метаболически гораздо более стабильна, 
чем другие компоненты клетки (хотя, возможно, она и не совсем 
метаболически инертна). Именно таким качеством и должна обла- 
‚дать ДНК, если она является генетическим веществом клетки [61]. 

Однако приведенные результаты не исключают, конечно, и той 
возможности, что в определенных типах клеток часть ДНК может 
быть метаболически активной [103, 124]. Такая активная ДНК 
была обнаружена в нескольких объектах, в том числе в овоцитах 

ряда насекомых [101], в растущих тканях высших растений [102] 
и в популяции бактерий [424]. 


Генетическая функция ДНК 


Итак, мы располагаем многочисленными данными о том, что 
ДНК является носителем генетической информации. Благодаря 
своей комплементарной структуре ДНК замечательно подходит 
к этой роли. Ее способ репликации, при котором материнская 
молекула дает начало двум идентичным дочерним молекулам, 
гарантирует, что каждая клетка, образовавшаяся путем митоза, 
получает точно такой же по количеству и качеству набор хромо- 
сом, какой содержался в материнской клетке. Постоянство коли- 
чества ДНК во всех покоящихся соматических клетках данного 
вида, удвоение этого количества перед делением, наличие поло- 
вины его в клетках спермы, имеющих половинный набор хромо- 
сом, — все эти данные подтверждают основной вывод, хотя сами 
по себе отнюдь не являются решающими доказательствами. Основ- 
ной вывод опирается и на хорошо известное соотношение между 
содержанием ДНК в клетке и числом хромосом, а также на твердо 
установленный факт локализации ДНК в хромосомах. Дальней- 
шие подтверждения базируются на данных по метаболитической 
стабильности и на ряде наблюдений, показавших, что ДНК 
в отсутствие белка может действовать как инфекционный агент 
(стр. 157), передающий биологическую информацию. Однако 
наиболее убедительные доказательства были получены, безуслов- 
но, при изучении бактериальной трансформации. а 

Генетическая информация заложена, по-видимому, в последо 
вательности четырех нуклеотидов (оснований), орви 
нуклеотидную цепь ДНК. Точно так же при письме инфор 


зоЦитах 


Биологическая функция ДНЕ 
и п 


казывается заключ р 
па ких Ще В последовательности букв алфавита 
четыре нуклеотида ® сло возможных сочетаний, в к < 
могут быть «набраны» фоширыкия->-— 
цепочки ДНК, достигает ках на протяжении всей 
Например, короткая моле а. 
может быть набрана 4100 
но [112], что закодирова 
заключена приблизительно в 100 000 
оснований ДНК. Из н 
буквенных слов, из кот 
лать 1000 книг по 600 с 
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Опыты по гибридизации радиоактивных фрагментов ДНК 
из различных видов с ДНК тех же самых или других видов на 
ДНК-агаровых колонках (стр. 234) обнаружили существование 
томологии в нуклеотидной последовательности отдельных участ- 
ков ДНК из таких далеких форм, как рыба и человек. Как и сле- 
довало ожидать, человеческая ДНК гораздо ближе к ДНК 
обезьяны-резуса, чем к ДНК крысы или кролика, и не имеет 
никакого сходства с ДНК Е. со. 

Подобным же образом родство между ДНК мыши, крысы 
и хомяка гораздо теснее, чем родство этих ДНЕс ве ные, >= 
или кролика [99]. Разумеется, выяснение видовых особенностей 
ДНК в будущем приобретет огромное значение для система- 
тики [100]. 


В качестве носителя генетическо а 
две основные функции: 1) снимает © самой себя точные копии 


ает заключенную 
кации, и 2) перед 
в процессе удвоения, или репли ую 
в ей НО нь на т-РНК в процессе рии ое 
тате чего РНК в свою очередь может ых мамин обвел: р - ить) 
информацию с четырехбуквенного языка нукл 


ы т и белков. 
на двадцатибуквенный язык анкь И екран 
Существование зависимости между л ского [109—444, 423], 
уществ но в опытах Янов 
и белка было обнаруже связь между последова- 


й информации ДНК выполняет 


едить 
показавшего, как можно НЯ Е последовательностью основа- 
а бе Обвал фермент триптофансинтетазу из 
ний в ДНК. Он использ за пунктом тенетическую карту 


Е. сой, чтобы сравнить бет на соответствующем участке 
© последовательностью амино он изучил два ыы тета 
НО ую ОТ т луей 
МИ оон, Е. р в одном месте поли- 


о штамм 
мутации. Например, У ДИКОГ 
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пептидной цепи фермента находится аминокислота глицин (ко; 
УГГ). У одного из мутантов глицин оказался замененным /, 
глутамин (УГА), у другого — на аргинин (УЦГ). Эти замены 
вызваны изменением в каждом случае только одного основания 
в кодирующем триплете. При последующей мутации глутамин 
(УГА) может быть заменен на валин (УГУ), и при этом получается 
частичный ревертант, или на аланин (УГЦ) или глицин (УГГ)_ 
полные ревертанты. Или же (во втором случае) аргинин может быть 
замещен на серин (УЦУ) или глицин (УГГ), что опять-таки при- 
ведет к полному восстановлению исходного типа. 

Роль ДНЕ в наследственности обсуждается в многочисленных 
обзорах [9, 14, 47—19, 24, 29, 54—56, 60, 108—106, 112, 122, 128] 
и критических статьях [23, 107, 108, 420]. 


Иммунологические свойства ДНК 


Иммунологические свойства ДНК еще не изучены. Однако, 
вполне возможно, что они имеют большое значение при таких 
заболеваниях, как эритематозная волчанка [416, 147]. Образова- 
ние антител, способных реагировать с денатурированной теплом 
ДНК, может быть вызвано путем иммунизации антигенами, при- 


тотовленными из белков, соединенных с пуринами и пиримиди- 
нами [113—145]. 


Цитоплазматическая наследетвенность 


Как известно, основным носителем генетической информации 
является ДНК. Однако в некоторых твердо установленных слу- 
чаях эту роль выполняет РНК [60]. Наилучшим примером могут 
служить мелкие вирусы (стр. 161) и цитоплазматические частицы 
в Рагатефит, известные под названием метагонов [118]. 

Цитоплазматические гранулы, содержащие ДНК, также могут 
выполнять генетическую функцию; таковы, например, хлороплас- 
ты у растений (стр. 133) или каппа-частицы у штаммов-«убийц» 
Рататесит. Однако в некотором отношении они больше похожи 
на паразитов. 

Проблеме цитоплазматической наследственности посвящено 
несколько обзоров [449, 127]. 
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И са. вом а брАОАВ 


К 
АТАБОЛИЗМ НУКЛЕИНОВЫХ КИСЛОТ 


Введение 


О точном механизме ра - 
пе можно строить о | кислот ш Уу1у0 пока 
свидетельствуют о том, что РНК и ДНК а июню 
соответственно РНК-азой и ДНК-азой, что продукты их в 
превращаются в мононуклеотиды, которые затем, с помощью 
различных фосфатаз, превращаются в нуклеозиды. Индиви- 
дуальные пуриновые и пиримидиновые нуклеозиды потом расщеп- 


пяются. Эти реакции будут разобраны ниже. 
В последнее время внимание исследователей привлекают два 


момента в ходе распада нуклеиновых кислот: 

14. Было выдвинуто предположение о том, что часть продуктов 
тидролиза РНК и ДНК может избежать полной деградации и быть 
вновь использована на синтез новых молекул полинуклеотидов [49]. 

9. Поскольку имеютс доводы в пользу того, что ДНК 
в процессе жизни клетки либо совсем не распадается, либо распа- 
дается в незначительной степени, вызывает удивление тот факт, 


что ДНК-аза в высоких концентрациях широко распространена 
в тканях животных- Особенно интересно следующее наблюдение: 
при незлокачественно или регенерирующая 


м росте (плацента у 
ксири к- 
печень крысы) очень рибону 


усиливаетс 
леазы, в то время как при злокачественном 
[20—22]. 


Нуклеиновые 
с пищей, распада 
ляемых в кишечн 
зуются фосфорная 
м м Пуриновые и ПИРС, 
дают затем в кровь И могут НЫ 5 
Ви ходом реакции. 
ствии с приведен 


я веские 


попадающ анизм животного 

д влиянием нуклеаз, выде- 
# железе. При этом обра- 
я и, по-видимому, 
вые основания попа- 
использованы на синтез 
бо распаетьс 


ие в орг 


ике и поджел 


уринов 

изучен по о. Аденин, например, может 

с Распад пора и де аминирован под действием фермевто 

км толи ванием типоксантина, тогда как гуанин тидр 
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чи — 
литически дезаминируется гуаназой с образованием ксантин, 
(фиг. 108). Подобный распад может происходить также на нуклео- 
зидном и нуклеотидном уровнях (фиг. 109). Гипоксантин и ксан. 
тин затем окисляются в присутствии ксантиноксидазы до мочевой 


он 


| 
М 


Гипоксантин 
Кеантин | оксидаза 


Кеантин | оксидаза 
ОН 


‹ 
ИИ 


Мочевая кислота 
| Уриказа (у человека отсутетвует) 
Аллантоин 


Фиг. 108. Распад пуринов. 


кислоты (фиг. 108). Эта схема распада пуринов распространена 
очень широко, хотя у различных видов по-разному представлены 
ферменты, участвующие в ее осуществлении. Недавно. проведен- 
ные эксперименты подтвердили, как и следовало ожидать, что 
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при введении животным №15 


> -! б 
в выделяющейся мочевой ЗА изотоп обнаруживается 
3 ли дальнейших п 
х продуктах ее 


аспада. Мочева ‹ 
р м ое аы роки, как таковая выделяется только у неко 
ох а большинства же неурикотелических 
нт уриказа, кот Й 
орый окисл 

ыы ни ь ляет мочевую 
кис т :. ораздо более растворимого аллантоина и НЙ 
(при определенных условиях) конечных п] 


родуктов [10]. У людей 
АМФ ——> ИМФ 


р В КМХФ < — ГМФ 
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У У 
Аденозин —> Инозин Ксантозин <— Гуанозин 
} | | 
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Мочевая кислота 


Фиг. 109. Распад пуринов на уровне нуклеотидов, нуклеозидов и оснований. 


и некоторых высших обезьян уриказа в тканях отсутствует и соот- 
ветственно не происходит дальнейшего окисления мочевой кис- 
лоты. Поэтому в данном случае конечным продуктом пуринового 
метаболизма является сама мочевая кислота. У далматских догов 
выделение мочевой кислоты преобладает над выделением аллан- 
тоина, однако у них это связано с тем, что в почечных канальцах 
этих животных не происходит обратного поглощения мочевой 
кислоты. 13] 

‘Если скормить крысам аденин [2] или мочевую кислоту з 
меченные №1 по положениям 1 и 3, то, разумеется, изотоп будет 
обнаружен в выделившемся аллантоине. Если этот аллантоин 
В свести в гидантоин, то содержание изотопа в гидан- 
у оба №, первоначально 
тоине будет таким же, как и в аллантоине. ‚ пер 
находившийся в положениях 1 и 3 пуринового кк НВА 
быть. затем равномерно распределился, между ге КОВ 
и мо „ половинами 'аллантоина. ледовательно, превр 

обрек арщрыв в аллантоин включает образование сим- 
щение мочевой кислоте одукта, такого, например, как 
метричного промежуточного Пр з 


1]. 
оксиацетилендиуреинкарбоновая кислота [2, 3, 44] 
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У рыб, земноводных и у более примитивных организмов аллан. 
тоин может под действием аллантоиназы расщепиться до аллан. 
тоиновой кислоты, которая в свою очередь может под ‚действием 
аллантоиказы распасться до мочевины и глиоксиловой кислоты 
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| ( х 
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Аллантоиновая кислота 


Эти вопросы сравнительной биохимии детально обсуждаются 
в монографиях Болдуина [12] и Флоркена [43]. 

Чаще всего мы сталкиваемся с мочевой кислотой у птиц и ури- 
котелических пресмыкающихся, так как у них основным азотис- 
тым продуктом обмена является мочевая кислота, а не мочевина. 

большинства птиц образование мочевой кислоты происходит 
в печени: гепатоэктомия приводит у них к тому, что синтез мочевой 
кислоты прекращается, а содержание аммонийного азота в крови 
повышается. Опыты с изотопами подтвердили, что у птиц и пре- 
смыкающихся, как и предполагалось, предшественником моче- 
вой кислоты служит аммиак. Мочевина не играет роли предшест- 
венника мочевой кислоты и может быть использована только как 
источник аммиака. В то время как в печени домашней птицы 
содержатся все ферменты, необходимые для образования мочевой 
кислоты, в печени голубя отсутствует ксантиноксидаза. Поэтому 
У голубей гипоксантин образуется в печени, а окисление его 
в мочевую кислоту происходит в почках, где ксантиноксидаза 
имеется. 

Распределение изотопа в моче здоровых людей, получавших 
внутривенно №15-мочевую кислоту, показало, что введенная кис- 
лота сразу же разбавляется в общем фонде мочевой кислоты 
(доходящем до 1 2) [4, 6, 8]. Поскольку скорость образования 
мочевой кислоты, рассчитанная по скорости уменьшения кон“ 
центрации изотопа, превышает скорость выделения мочевой кис- 
лоты более чем на 20%, можно думать, что у человека часть моче- 
вой кислоты подвергается катаболическому распаду. 

При некоторых заболеваниях, например при подагре, а 
кислота откладывается в суставах, особенно в большом а 
ноги, а также под кожей в виде узелков, называемых тофи. ь. 
этом заболевании общий фонд мочевой кислоты в организме БЯ 
личивается в 15 раз по сравнению с контролем [4, 7]. > 
№-глицина человеку, страдающему подагрой, привело к - ы 
интенсивному, чем в норме, включению изотопа в выделяе у 
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мочевую кислоту, хотя выдел 
ение о 

Е мо бщего азота, мочевины и аммиа- 
В ао ь [5]. Отсюда был сделан вывод, что 

Рон рои превращение введенного с пищей глицина 
ы р Сам — ее быстрее, чем у здоровых людей. 

д го наблюдается перепроизводство мочевой кислоты 

и увеличение ее общего фонда. 

Интересно отметить, что у пауков азот выделяется преимуще- 
ственно в виде гуанина, а не мочевой кислоты. 


ы ыы пуринов рассматривается во многих обзорах (1, 9, 


Катаболизм пиримидинов 


Катаболитические превращения урацила [16] и тимина [17, 18] 
в тканях млекопитающих заключаются в восстановлении пирими- 
динов до их дигидропроизводных, размыкании кольца с образо- 
ванием соответствующих уреидокислот и выделении аммиака 


о (9) 
С С 
и я “3 МН, С0ОН 
Н СН нм СН | 
я] № — > | ^ в г Н› —> МН›СН›СН›С0ОН 
ос сн оС сн. 
хх хи МН — СН» 
Х 
ыы ; В-Аланин 
2 - Уреидопро- с 
Заня еИиВаи А кислота 
о о 
а А мн. ©00н СНз 
ыы С А ы снеНз о с сн. 3 хнусньнсоон 
; | 
о о ы ре ин — вн 
М 
Н Н ы 
_изомасля- В-Амино-изомасля 
Тимин Дигидротимин еее ная кислота 


ла и тимина. 
Фиг. 140 Катаболитические превращения ураци 
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\  иС0О,; в результате образуются В-аланин или его р 
2, 

| производное (фиг. 110) 


з м зе но 
азличных тканей обнаруживается обратное 
При сравнении Р 


лять урацил и их 
остью расщенл 
их способн 17]. Возможно, что 
соотношение ‚-еадьяй урацил в свою РНК 117] ег  пирующими 
способностью а связана © механизмами, регу 
эта закономерно 


синтез РНК. 
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Атар 42, 234, 244 

а РНК см. Растворимая 

Адапторы 270 

Аденаза 321 

Адениловая кислота 23 

Аденилосукцинат-лиаза 176 

т кислота (АМФС) 
415, 

Аденин 14, 17, 

Аденинполирибонуклеотиды 235 

Аденозин 21 

Аденозин-5'-фосфат 23 

АДФ 24 

3-Азагуанин 28, 291 

6-Азагуанозинфосфат 235 

Азасерин 176 

4-Азаурацил 248 

4-Азауридинмонофосфат 218 

Азотистая кислота 275 

Акридин 220 

Активация аминокислот 267 

Актиномицин О 220, 234, 235, 243, 
246—248 

Акцепторная РНК см. Растворимая 
РНК 

В-Аланин 325 

Алкилирующие агенты 219 

Аллантоиказа 324 

Аллантоин 167, 323 

Аллантоиназа 

Аллоксан 167 85 

АО участки 2 
метоптерин 

мнпофосфорибозил- трансфера 173 
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АИКА) 169, = 
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Аминоптерин 1 

АМФ 24, 25 

Антибиотики 220 

— устойчивость 301 
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Антиген 292 

Антикодон 59, 268 

Антитела 292, 316 

Апорепрессоры 285 

Апуриновая кислота 80 

Аргинин 273 

Аспарагиновая кислота 168, 169 
Асцитная опухоль Эрлиха 309, 3141 
АЕ экстинкция, коэффициент 
А — Т-пары 204 

АТФ 24, 172 

Ауреомицин 270 

Ацетатный буфер 121 
Ацетилирование 236 


Бактериальная клетка 429 
— трансформация 305 
Бактериофаг(и) 157 

_— РНК 160, 248 

— М$а 59 

АЯ 

— Т2 74, 244, 304 

Аба 29 


2 

— фХ114 12, 80, 160, 201, 244, 231, 
237, 238 

Белки, содержание в пище 288 

— синтез 

— —в ядре 287 

— — регуляция 

Болокоинтезирующая система 273 

Бентонит 41, 

Бескапсульные бугорчатые клетки 
300 

Биосинтез, см. По названиям 

Ближайшего соседствования анализ 
204—208, 


-. инмоно! осфат 
Вии ЧТ, "ЗИ 
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Вакуоль 4126 
Валинспецифическая 5-РНК 43 
Винбластин 220 

Вирус(ы) 151 

— животных 155 

— насекомых 154 

— некроза табака 273 

— папиломы 196 

— полиомы 72, 196 

— растений 152 

— — сферические 154 
мы форма 59, 244, 


— РНЕ 59 

— табачной мозаики 152, 251, 275 
— ЕМС 247, 25 
Вирусы-сателиты 273 

Вторичная структура РНК 55 


В-Галактозидаза 277, 281, 286 
Галактозидпермеаза 286 
В-Галактозидтрансацетилаза 286 
ДФ 24 


Гемоглобин 283 

т информация, перенос 

Генетический код 274 

Ген-регулятор 284 

Гены 135 

Гепатома 112, 182, 343 

Гибрид, устойчивый к действию ри- 
бонуклеазы 238 

Гибридизации метод 233 

Гидролиз 26, 29, 44, 50, 51 

Гиперхромный эффект 56 

Гипоксантин 168—170 

Гипохромный эффект 55 

Гистидин 286 

Гистоны 138 

Глиоксилевая кислота 167 

Глицин 168, 173 

Глобулин 287 

Глутамин 173 

Глюкоза 157, 216 

Гной 11, 138 

Гольджи зона 128 

Гормон щитовидной железы 239 

Градиентное центрифугирование 41, 

Градиент плотности 65, 132 

ГТФ 24, 25 

Гуаназа 322 

Гуанин 14, 65 

Г — Ц-пары 204 


Двойное лучепреломление в потоке 
73 


Дезоксиаденозин 22 

Дезоксигуанозин 22 

Дезоксипентоза 13 

— определение 104 

Дезоксирибоза 11, 13, 20 

Дезоксирибонуклеаза 88, 89, 122. 
324 

— ингибиторы 92 

— микрококков 91 

— РНК-ингибируемая 91 

— стрептококка 90 

Дезоксирибонуклеазная проба 122 

Дезоксирибонуклеотиды 23, 180 

— биосинтез 179 

Дезокситимидин 22 

Дезоксиуридинтрифосфат (УТФ) 204 

Дезоксицитидилатдезаминаза 179, 
185 


Дезоксицитидин 22 
Денатурация ДНК 75, 76 
6-диазо-5-оксонорлейцин (ДОН) 176 
Дигидрооротовая кислота 178 
Дигидроуридин-5’-фосфат 179 
Дифениламин 104 
Дифосфоэстераза 78, 84, 92 
Дифференциальное центрифугирова- 
ние 289 
Ди(2-хлорэтил)-сульфид 219 
5,6-дихлор-1-В-О-рибофуранозил- 
бензимидазол 240 
Диэстераза змеиного яда 210, 
— селезенки 205 
ДНК, биологическая функция 
— биосинтез 194, 198 
выделение и очистка 63 
генетическая функция 314 
затравочная активность 202 
клеточного ядра 305 
кольцевая 72 
конфигурация молекулы 68 
метаболическая стабильность 
молекулярные свойства 75 
молекулярный вес 74 
одноцепочечная 72, 200, 214 
— репликативная форма 72, 
плотность 65, 76, 7 
полярность цепей 206 
репликация 197 
синтез 182—184, 215 -. 
температура плавления 75 
«тип АТ» 65 
— ГЦ 65 
«уродливые» 204 ыы 
физические свойства 73 
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НК, чувствител а 

к лучам ть ый 

ОДНК 81 

ДНК-агар 42, 244, 31 

ДНК-аза Г 89, 4 

— 10 94 

— зобной железы 94 

о 204 
-нуклеотидилтранс 

ДНК-полимераза 199, а 

— механизм действия 209 

о иют- бактериофаги 157, 


— вирусы животных 155 
око экзонуклеазы 


ДНК-фосфатаза-экзонуклеаза см. 
Экзонуклеаза из Е. сой 

Додецилсульфат натрия 63, 196 

Дрожжи 

ДЭАЭ-сефадекс 43 

ДЭАЭ-целлюлоза 34 


Желтая мозаика турнепса 152 


Зеркальный микроскоп 124 

Зобная железа теленка 14—13, 200, 
208, 242 

Зональный электрофорез 34 


Импульсная метка 242 

ИМФ 170, 171 

Ингибиторы рибонуклеазы 88 
Инкапсулированные гладкие клетки 


мы 4, 169 

нозин 24, 

Инозиновая кислота (ИМ) 169, 470 

Интерфаза 222, 309 

Интерферон 464 

5-Иоддезоксиуридин 223 као 

Ионизирующая радиация, действ 
224 

Ионофорез 381 

Иприт 219 


Капсульные агенты 304 | 
Капсулярные признаки 
Карбамоилфосфат 478 


К 184, 185, 186, 2 
он Ядро, поли вание 136 
ЗА, 


Клеточный с0к 


Код 277 

— вырожденный 274 

— неоднозначность 282 

Кодирующая единица 272 

Кодирующий участок 268 

Кодон 274 

Кожа 88 

Колифаги 157 

Коллинеарность 277 

Кольцевая пятнистость табака 152 

Комплементарная РНК см. Инфор- 
мационная РНК 

Константа седиментации 42 

Корневой (терминальный) фермент 


о ю группы нуклеотидов 49, 


Копирование ДНК 236 

Корнберга фермент 198 

Кортизол 239 

Коферменты 25 

Коэффициент атомной экстинкции 35 
Кроличья папиллома Шопа 155 
Ксантиловая кислота 176 
Ксантин 18 

Ксантиноксидаза 322 
Ксантозин-5’-фосфат 176 

Кустистая карликовость томата 152 


Лактатдегидрогеназа 73 
Леворфанол 220, 240 
Лейкозные клетки 176, 312 
Лекарства, устойчивость 301 
Лигаза 267 

Лизосомы 132 
Лучепреломление в потоке 73 


Макрофаги 292 


Маннит 
Матричная РНК см. РНК инфор- 


мационная 
Межнуклеотидные связи 46, 67 
6-Меркаптопурии ут 
Метагоны в 
Метилди(2-хлорэтил)амин 219 


Метилирование я 
Метилированные основания 18, 44, 


267 

Метилированный альбумин 34, 41, 
63, 79, 287 Е 

Метиловый зеленый 120—122 

5-Метилцитозин ен мы 
кроской кварцевый 

М рообмы 430, 134, 265 
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Микроспектрофотометрия 124 

— определение ДНК 120 

Микроэлектрофорез 235 

Минорные основания 18, 44, 57 

Митотический цикл 222, 309 

Митотическое деление 435, 309 

Митохондрия 4126, 132 

— кристы 126 

Молекулярная болезнь 283 

«Молекулярное плавление» 56 

Молекулярный вес ДНК 74 

— — РЫВ 42, 5%. 2044283 

Молярные соотношения оснований 
43, 44, 64 

Мононуклеотиды, биосинтез 166 

Морфин 220, 

Мочевая кислота 18, 166, 168, 323 

Мочевина 167 

Муравьиная кислота 467 

Мутагены 217, 271 

Мутацин 247, 2714 


Неконцевое включение 240, 229 
Некроз табака 152 

Нервная ткань 142 
Нитроцеллюлозная мембрана 64 
Нитроцеллюлозные фильтры 234 
Нуклеазы 84 

Нуклеин 14 

Нуклеиновые кислоты, определение 


— — содержание в тканях 104—108 
Нуклеогистоны 139 


Нуклеозидтрифосфаты, образование 
181 


Нуклеозидфосфорилазы 177 

Нуклеозиды 21 

Нуклеопротамины 4139 

Нуклеопротеиды клеточного ядра 140 

Нуклеотидпирофосфорилаза 177 

Нуклеотиды, выпадение, гипотеза 
188 

— концевое и неконцевое включе- 
ние 210, 229, 251 

— последовательность 52, 79 

— регуляция биосинтеза 182 

— синтез 177 


Облучение 223 

Обмен веществ в печени 288 

Обратная связь, механизм 183 

Огура и Розен метод 102 

Огуречная мозаика 152 

Эксиацетилендиуретинкарбоновая 
кислота 323 


Оксиметилтетрагидрофолевая 
лота 180 

5-Оксиметилцитозин 16, 65 

Олигонуклеотиды 41, 86, 90 

Олигорибонуклеотиды 235 

Оператор 284 

— репликации 197, 284 

Оперон 197, 284 

Оротидин-5'-фосфатдекарбоксилаза 
218 

Оротовая кислота 178 

Орциновый метод 103 

Основания, пары 69 

Основные краски 120 

Осповакцина 155 

Отрицательная обратная связь 183 


Память 290 

Панкреатическая дезоксирибонукле- 
аза 89, 90 

— рибонуклеаза 84 

Пенициллин 302 

Пентоза 414, 12 

— определение 102, 103 

Пептиды, синтез 270 

Печень 108 

— обмен веществ 288 

— регенерирующая 4112, 182, 313 

Евы основания, аналоги 


Пиримидины 416, 183 

— биосинтез 178 

— катаболизм 325 

— определение 104 

Пиронин 120 

Планарии 291 

Пневмококки 299, 302 
о в ультрафиолете 34, 


Поджелудочная железа 12, 84, 90 
Поли-А 55, 235, 240, 253, 256, 273 
Поли-(А, Г, У, Ц) 255 

Поли-д(А — Т) 231 


Поли-дТ 231 
Поли-(А, У) 55, 253, 255 
Поли-Й 253 


Поли-У 55, 240, 253, 256, 273, 281 

Поли-Ц 240, 253, 273 

Полилизин 273, 279 

Полимераза млекопитающих 201 Е 

Полинуклеотидфосфорилаза 58, 88, 
243, 248, 252, 256, 215 

Полинуклеотиды, схематическое 
обозначение 48 

— хроматография 34 


‘ВЯЗЬ 153 


ибонукле- 


182, 383 
‚ аналоги 
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Полиома, вирус 72, 196 

Полиплоидия 109, 308 

Полирибосомы 280 

Полисомы 133, 243, 280 

Полифенилаланин 273 
Полицистронная молеку. : 

о АМ: 431, м и 
ротивоточного расп 
За, ы” ределения ме- 
Протопласт 129 

Профлавин 220, 235, 271 
Псевдоуридин 22, 59, 267 
Псевдоуридинмонофосфат 235 
Пситтакоз 155 

Пуриновые основания, аналоги 247 
Пурины 17 

— биосинтез 466 

— катаболизм 321 

— определение 104 

— синтез нуклеотидов 177 
Пуромицин 270 

Пуффы 235, 277 


Радиоавтографические 
ния 74, 1481, 235, 310 

Рак 177, 247, 220 

— хемотерапия 218 

Рассеяние света 74 

Растворимая РНК 22, 39, 41, 42, 52, 
54, 57, 434, 240, 251, 267 

— биосинтез 240 

Регенерирующая печень крысы 112, 
182, 185, 200, 222, 313 

Рекомбинация цепей 76. 

Рентгеновские лучи, действие 221 

Рентгеноструктурный анализ 55, 56, 


исследова- 


Репликатор 197 
«Репликационный» фермент 241 
Репликация 194 264, 315 

— ДНК, механизм 209 
Репликон 197 

Репрессор 284, 285, 286 
Ретикулоциты 244, 280 
Рибоза 14, 18 2} 
Рибозилурацил ь 
мы 51, 52, 84, 120 


= а © 

— Т, 53, 

Рибонуклеазная проба 120 
Рибонуклеотиды > Г 
р бонулинуклеотиды, химический 


синтез 59, 38 
ибонуклеаза 
Рибосомнея НК) 39, 54, 56, 134, зай 


Рибосомная РНК, биосин 
Г тез 239 

Рибосомы 39, 40° 54. 126, 129 “3 
239, 244, 248,265, ЭП авоаунмн 

Риботимидин 22 ‹ 

Риботимидинфосфат 235 

РНК бактериофага 160, 248 

— биологическая функция 264 

— биосинтез 229 

— — ДНК-зависимый 230 

— быстрометящаяся фракция 244 

— вируса 59 

— вторичная структура 55 

— выделение 39 

— ДНК-зависимый синтез 230 

— и белковый синтез 264 

— инфекционная 294 

— информационная (т-РНК) 39, 
144, 234, 240, 246, 271, 280 

— — в клетках животных 244 

— комплекс с фагом Т2 234 

— комплементарная форма 39, 240 

— концентрация белкового азота и 
фосфора 110 

— молекулярный вес 42, 54, 204, 
243 

— очистка 41 

— растворимая см. Растворимая 
РН 


— репликативная (двухцепочечная) 
форма 249—251 

—^РНК-зависимый биосинтез 246 

— сдвиги в метаболизме 288 

— содержание при беременности 
414 

РНК см. РНК информационная 

т-РНК см. РНК информационная 

$РНК см. РНК растворимая 

РНК-переносчик см. РНК раство- 
римая 

РНК-полимераза ДНК-зависимая 
234, 235, 240 

— РНК-зависимая 246, 248 

РНК-посредник см. РНК инфор- 
мационная 

РНК-репликаза 248 

РНК-содержащие вирусы животных 
155 


Саркома Иенсена 221 
Саркомицин 220 х 
Секреторные гранулы 126 
Серповидноклеточная анемия 283 
Сополимер д(А — Т) 242, 235 
— (Г)/АЩ) 214, 235 
Спектрофотометрия 307, 308 
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Стрептодорназа 90 

Стрептолизин $ 254, 294 
Стрептомицин 301—303 
Стрептонигрин 220 

Сферические вирусы растений 154 
Съемных пленок метод 310 


Такадиастаза 88 

Талассемия 283 

Терминальный (концевой) фермент 
214 


Террамицин 270 
Тетрагидрофолевая кислота (ТГФ) 
то 

Тетрануклеотидная гипотеза 44 

Тетраплоидные ядра 308 

Тимидилатсинтетаза 180 

Тимидин 22, 181, 197, 198, 341 

Тимидинкиназа 186 

Тимидинмонофосфат (ТМФ) 180, 185, 
186 


Тимидинполинуклеотиды 235 
Тимидинтрифосфат (ТТФ) 181, 184, 
198 


Тимин 416, 65 
— биосинтез производных 4180 
Тиминнуклеотид 180 
Тимонуклеиновая кислота 13 
Тиогалактозидтрансацетилаза 286 
Тиоредоксин 179 
Титрование электрометрическое 68 
Толуидиновый синий 120, 121 
Тофи 324 
Трансдукция 304 
Транскрибирующая РНК см. РНК 
информационная 
Транскриптаза 234 
Транскрипция 264, 315 
Трансляционная РНК см. РНК ин- 
формационная 
Трансляция 264, 277 
Транспортная РНК см. РНК рас- 
творимая В 
Трансформация 304, 305 
Трансформирующие факторы 299 
Триплеты 278—275 
Триптофансинтетаза 277, 315 
Тритиконуклеиновая кислота 12 
1,1,3-трициано-2-амино-1-пропен 
291 


ТТФ см. Тимидинтрифосфат 


УДФ 24 
а обработка 202 


о 


Ультрафиолетовая микроскопия 118 

— цитофотометрия 124 ы 

Ультрафиолетовые лучи, 
223 

УМФ 179 

дУМФ 179, 185 

Унна — Паппенгейма краситель 120 

Уотсона — Крика модель 69—71. 
206 Е 

Урацил 

риеава 323 

Уреидосукцинат 178, 183 

Уридиловая кислота 23 

Уридин 24, 235 

Уридинмонофосфаты 23 

«Уродливые» ДНК 204 

Устойчивость к лекарствам 301 

УТФ 24, 179 


Действие 


Фаг(и) серии Т 157 
— #2 164, 249 

— №52 164, 249 

— © 160, 239 

— 513 160 

— 5Р8 160 

— ФВ 160 

— А 160 

Фенилаланин 281 

Фенол 40, 63 

РНБ фермент (РН5-осадок) 40, 134, 


Фёльгена реакция 117, 143 

Фибробласты 186, 222 

Флуорохромные красители 120 

Фолевая кислота 171, 180 

Формальдегид 72 

Формиат 170, 172, 180 

Формилглицинамидрибонуклеотид 
(формил-ГАР) 170—173 

-формилглицинамидинрибонуклео- 
тид (формил-ГАМ) 170, 173, 174 

Фосфодиэстераза 12, "93 

— змеиного яда 50, 58, 92 

— селезенки 92 

Фос омоноэстераза 51, 72, 96 

Фос орибозиламиноимидазол- 

8 о 475 РИФ) 
—осфорибозилпирофосфат (4 
173, 17 А 

Фосфорная кислота 11 

Фосфоролиз 256 

Фосфор Фосфоропротеидов 100 

Фтордезоксиуридин 223 

5-Фторурацил 218, 249 

5-фторуридинмонофосфат 235 

Фурфурол 102, 103 


30 


ИД 


10) 


П редметн, ый 


указатель 


333 


Хемотерапия 248 
Хлорамфеникол 270 
Хлоропласты 134, 316 
Хроматин 135, 287 
Хроматография 29, 44 

— в тонком слое 33 

— на бумаге 30 

— — колонках 32, 34, ; 

234, 244, 345 о. 
— полинуклеотидов 34 
Хромосомы 74, 75, 135, 142, 235 

277, 305, 308 мы 


Цветные реакции 102 

ЦДХ 24, 

дЦцДФ 179 

Целестиновый голубой 122 

Ценкера реактив 124 

Центриоль 128 

Центрифугирование в градиенте 
плотности 65, 160, 196, 237, 241, 
245 


— дифференциальное 130 

Центросома 128 

Циклические нуклеотиды, номен- 
клатура 49 

— 2’,3'-фосфаты 47, 86, 88 

Цистеин 268 

Цистроны 283 

Цитидиловая кислота 23 

Цитидин 21 

Цитидинмонофосфат 23 

Цитозин 14, 46, 65, 179 

Цитоплазма 125 

Цитоплазматическая ДНК 134 

— наследственность 316 т 

Цитофотометрия количественная 

Цитохимия 125 

дЦМФ 179 


ЦТФ 24, 25, 479 
Четыреххлористый углерод 111 


Щелочной гидролиз 26, 51 


Шмидта — Таннгаузера метод 101 
Шнейдера метод 100 


Эволюционная теория 305 

Экдизон 239, 277 

Экзонуклеаза 84, 92, 199, 204 

— из Е. сой 93—95 

Эктеола-целлюлоза 34 

Электронная микроскопия 74, 126, 
127, 142 

Электрофорез зональный 34 

— на бумаге 205 

— — крахмальном геле 34 

Эмбриональная индукция 292 

Эндонуклеаза 84 

Эндоплазматическая сеть 126, 127, 
289 

Эписома 197 

Эргастоплазма 127 

Эргосома 280 

Эритематозная волчанка 310 

Эритроциты 283 

Эстрадиол 239 

Эстроген 292 

Эухроматин 135 

Эффекторы 285, 286 


Ядерная мембрана 134 
— РНК 14 


Ядро 155, 434, 437, 287 
— Дейтерса 291 

— изолирование 136 
Ядрышко 135, 142 
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